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図 表 	
	
 1 
緒 言 	 	
	  
	 キ ノ コ は 、高 い 嗜 好 性 と 機 能 性 を 併 せ 持 つ 食 用 菌 類 の 代 表 で あ る 。
日 本 書 紀 に も キ ノ コ に 関 す る 記 載 が あ り 、 我 が 国 で は 古 く か ら 親 し
ま れ て き た 食 材 で あ る [ 1 7 ]。 キ ノ コ は 国 内 の み な ら ず 世 界 各 国 で 食
さ れ て お り 、 現 在 で は 6 0 , 0 0 0 種 以 上 が 存 在 す る と さ れ て い る [ 2 5 ]。
そ の 多 様 性 か ら 形 態 の 類 似 す る 種 も 多 く 見 ら れ 、 誤 食 に よ る 食 中 毒
が 発 生 す る な ど 危 険 を 伴 う 場 合 も あ る 。 一 方 、 キ ノ コ に は 様 々 な 生
体 機 能 性 が 報 告 さ れ て お り 、 健 康 増 進 の 面 か ら も 大 い に 恩 恵 を 受 け
て き た と 考 え ら れ る 。 例 を あ げ る と 、 漢 方 薬 と し て は マ ン ネ ン タ ケ
(霊 芝 )が 有 名 で あ る 。 中 国 最 古 の 本 草 書 に 記 載 が あ る な ど そ の 歴 史
は 古 く 、 血 糖 や 血 圧 の 降 下 作 用 が あ る こ と か ら [ 1 3 ]、 現 在 で は サ プ
リ メ ン ト と し て も 販 売 さ れ て い る 。 ま た 、 キ ノ コ の 代 表 的 な 機 能 性
多 糖 で あ る β -グ ル カ ン に つ い て は 、シ イ タ ケ の レ ン チ ナ ン や ス エ ヒ
ロ タ ケ の シ ゾ フ ィ ラ ン が 抗 が ん 剤 と し て 臨 床 応 用 さ れ て い る [ 1 7 ]。
こ れ ら β -グ ル カ ン の 作 用 機 序 は 、生 体 の 免 疫 応 答 を 活 性 化 す る こ と
に あ り 、 化 学 療 法 や 放 射 線 療 法 と の 併 用 に よ っ て 腫 瘍 細 胞 へ の 攻 撃
を 増 強 す る と 言 わ れ て い る 。 テ ル ペ ン も キ ノ コ の 代 表 的 な 機 能 性 成
分 の 一 つ で あ り 、 先 に 述 べ た マ ン ネ ン タ ケ の ほ か 、 ブ ナ シ メ ジ の テ
ル ペ ン に は マ ウ ス へ の 経 口 投 与 に よ る 腫 瘍 の 成 長 抑 制 作 用 が 報 告 さ
 2 
れ て い る [ 1 4 ]。一 方 で 、レ ン チ ナ ン が 腸 管 上 皮 細 胞 の T u m o r  n e c r o s i s  
f a c t o r  ( T N F )レ セ プ タ ー の 発 現 制 御 に よ っ て 炎 症 を 抑 制 す る こ と が
報 告 さ れ て い る が [ 1 8 ]、 キ ノ コ の 抗 炎 症 作 用 に つ い て の 研 究 は あ ま
り 進 ん で い な い [ 1 5 ]。 i n  v i t r o の 抗 炎 症 作 用 と し て ヒ ラ タ ケ や ツ ク
リ タ ケ な ど 、マ ウ ス マ ク ロ フ ァ ー ジ 様 細 胞 の 一 酸 化 窒 素 ( N O )産 生 を
抑 制 す る キ ノ コ の 報 告 は な さ れ て い る が [ 5 ]、そ の 関 与 成 分 は 同 定 に
至 っ て い な い 。  
	 マ ク ロ フ ァ ー ジ は 、 免 疫 反 応 に お い て 中 心 的 な 役 割 を 担 う 細 胞 で
あ り 、 グ ラ ム 陰 性 菌 の 細 胞 膜 成 分 で あ る リ ポ 多 糖 体 ( L P S )の 刺 激 に
よ り 活 性 化 す る 。 L P S は マ ク ロ フ ァ ー ジ 上 に 発 現 す る T o l l - l i k e  
r e c e p t o r  4  ( T L R 4 )に リ ガ ン ド と し て 結 合 し 、 核 内 転 写 因 子 N F -κB
を 活 性 化 す る 。 N F -κB は 核 内 に 移 行 し 、 タ ー ゲ ッ ト D N A の 転 写 調
節 領 域 に 結 合 す る こ と に よ り T N Fα や イ ン タ ー ロ イ キ ン - 1 β 	
( I L - 1 β )な ど の 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 遺 伝 子 発 現 を 誘 導 す る 。マ ク ロ
フ ァ ー ジ が 産 生 し た T N Fα は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ の T N F レ セ プ タ ー
を 介 し 自 己 を 刺 激 す る 作 用 が あ り 、 こ れ に よ り 一 酸 化 窒 素 合 成 酵 素
( i N O S )の 発 現 を 促 す こ と で 、N O 産 生 が 誘 導 さ れ る [ 9 ]。ま た 、近 年 、
D N A 結 合 タ ン パ ク 質 で あ る H i g h  m o b i l i t y  g r o u p  b o x  1  ( H M G B 1 )
の 役 割 が 注 目 さ れ て い る が 、 H M G B 1 は 細 胞 外 で は サ イ ト カ イ ン 様
の 働 き を 示 し 、T N Fα な ど 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 産 生 を 誘 導 す る [ 2 8 ]。
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マ ク ロ フ ァ ー ジ 様 細 胞 R A W 2 6 4 . 7 を L P S で 刺 激 す る こ と で H M G B 1
の m R N A 発 現 量 が 上 昇 す る こ と が 報 告 さ れ て い る [ 3 2 ]。  
一 般 的 に 体 内 に お け る 炎 症 反 応 で は 、 細 菌 感 染 な ど を 原 因 と し 、
マ ク ロ フ ァ ー ジ が 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン を 産 生 す る こ と で 血 球 細 胞 の
血 管 透 過 性 が 亢 進 し 、 組 織 に 発 赤 、 発 熱 お よ び 腫 脹 と い っ た 兆 候 が
見 ら れ る 。 ま た 、 ケ モ カ イ ン の 産 生 に よ り 好 中 球 を 感 染 部 位 へ と 遊
走 さ せ 、 血 管 か ら 組 織 へ と 侵 入 さ せ る こ と で 疼 痛 を 引 き 起 こ す 。 こ
の 一 連 の 現 象 が 炎 症 と 呼 ば れ て い る [ 9 ]。慢 性 炎 症 は 肥 満 や 糖 尿 病 な
ど の 生 活 習 慣 病 と も 密 接 に 関 わ っ て お り [ 2 3 ]、 初 期 の 炎 症 抑 制 は 健
康 状 態 を 維 持 す る 上 で 重 要 で あ る と 考 え ら れ て い る 。  
	 近 年 、 食 の 安 心 ・ 安 全 へ の 関 心 が 高 ま っ て い る 。 産 地 や 生 産 者 へ
の こ だ わ り や 食 品 添 加 物 に 関 す る 不 安 な ど が 多 く 聞 か れ る よ う に な
っ た 。 し か し そ の 一 方 で 、 製 造 現 場 で の 食 中 毒 菌 や 有 害 物 質 の 汚 染
に 加 え 、 食 品 偽 装 問 題 な ど 、 食 品 に 関 す る 事 件 、 事 故 は 後 を 絶 た な
い 状 況 で あ る 。 近 年 の 主 な 食 中 毒 と し て 2 0 1 1 年 に 焼 肉 チ ェ ー ン 店
に お い て 牛 肉 の 腸 管 出 血 性 大 腸 菌 O 1 1 1 お よ び O 1 5 7 に よ る 生 食 を
原 因 と し た 事 例 が あ る 。翌 年 の 2 0 1 2 年 に は 、白 菜 の 浅 漬 け に O 1 5 7
が 検 出 さ れ 、 い ず れ も 高 齢 者 を 中 心 に 複 数 の 死 亡 者 を 出 す 重 大 な 事
故 と な っ た 。一 方 、2 0 0 0 年 に は 加 工 乳 製 造 中 の 停 電 事 故 が 招 い た 温
度 上 昇 に よ り 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 が 増 殖 し 、 エ ン テ ロ ト キ シ ン を 産 生 し
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た こ と で １ 万 人 を 超 え る 大 規 模 な 集 団 食 中 毒 被 害 を も た ら し た 。 ま
た 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 は 食 中 毒 の 原 因 菌 で あ る と と も に 、 皮 膚 や 鼻 腔
の 常 在 菌 で も あ り 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 へ の 関 与 も 知 ら れ て い た 。 最
近 の 研 究 に よ り 、 正 常 皮 膚 細 菌 叢 で は 多 様 な 菌 種 が 存 在 す る の に 対
し 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 で は 菌 種 が 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 と 放 線 菌 の 一 種 に
極 端 に 偏 る と い う こ と が わ か っ て き た [ 1 0 ]。 し た が っ て 食 材 由 来 の
新 た な 抗 菌 成 分 の 探 索 は 、 食 品 だ け で は な く 常 在 菌 へ の 影 響 や 薬 剤
耐 性 菌 対 策 な ど 、 医 療 の 面 か ら も 有 効 利 用 が 期 待 で き る 。  
	 キ ノ コ の 抗 菌 活 性 に つ い て は 、 シ イ タ ケ が グ ラ ム 陽 性 菌 ・ 陰 性 菌
に 対 し 幅 広 い 抗 菌 ス ペ ク ト ル を 示 す と の 研 究 が あ る [ 1 ]。ま た 、フ ウ
セ ン タ ケ 科 1 1 7 試 料 を 対 象 と し た 研 究 で は 、 そ の 内 の 6 0 試 料 に 黄
色 ブ ド ウ 球 菌 に 対 す る 抗 菌 作 用 が 報 告 さ れ て い る [ 3 ]。 本 研 究 で は 、
細 菌 汚 染 に よ る 食 品 危 害 予 防 の 観 点 か ら 、 代 表 的 な 食 中 毒 の 原 因 で
あ る 大 腸 菌 と 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 に 対 す る キ ノ コ の 抗 菌 活 性 に 注 目 し た 。 
	 我 が 国 は 自 然 環 境 に 恵 ま れ て お り 、 北 海 道 に お い て も 豊 富 な キ ノ
コ が 生 育 分 布 し て い る 。 酪 農 学 園 大 学 も 広 大 な 森 林 を 有 し て お り 、
数 多 く キ ノ コ が 自 生 し て い る こ と か ら 、 高 い 機 能 性 を も つ 種 が 存 在
す る こ と が 期 待 で き る 。 従 来 の キ ノ コ の 機 能 性 の 研 究 に 関 し て は 、
栽 培 、 野 生 を 問 わ ず 食 用 キ ノ コ に 限 定 さ れ た も の が 大 半 を 占 め て い
た 。本 研 究 で は 、初 め に 食 毒 の 区 別 な く 自 生 キ ノ コ の R A W 2 6 4 マ ウ
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ス マ ク ロ フ ァ ー ジ 様 細 胞 に 対 す る N O 産 生 抑 制 作 用 お よ び 大 腸 菌 に
対 す る 抗 菌 活 性 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ た 。そ の 結 果 、C o r t i n a r i u s  
b a l t e a t o c u m a t i l i s に 極 め て 特 徴 的 な 両 作 用 が 見 い 出 さ れ た 。 C .  
b a l t e a t o c u m a t i l i s は フ ウ セ ン タ ケ 科 フ ウ セ ン タ ケ 属 の キ ノ コ で あ
り 、 ヨ ー ロ ッ パ で は 夏 か ら 秋 に か け ブ ナ や カ シ な ど の 広 葉 樹 林 に 群
生 す る 稀 な キ ノ コ で あ る [ 4 ]。子 実 体 は ほ の か な 土 の 香 り が し 、口 当
た り が 良 い キ ノ コ と さ れ る 。 フ ウ セ ン タ ケ 科 は 最 も 多 様 な 科 の 一 つ
で あ り 、フ ウ セ ン タ ケ 属 に 限 っ て も 、4 0 0 0 種 以 上 が 存 在 す る と さ れ
る [ 2 2 ]。 毒 キ ノ コ が 多 く 属 す る 科 で も あ り 、 そ の 一 例 と し て 腎 毒 性
を も つ オ レ ラ ニ ン を 含 む C o r t i n a r i u s  r u b e l l u s が あ る 。C .  r u b e l l u s
の 英 語 一 般 名 は D e a d l y  W e b c a p と 呼 ば れ て お り 、同 様 に オ レ ラ ニ ン
を 含 む C o r t i n a r i u s  o r e l l a n u s と と も に 最 も 毒 性 が 強 い キ ノ コ で あ
る [ 7 ]。フ ウ セ ン タ ケ 科 の キ ノ コ に 注 目 し た 散 発 的 な 機 能 性 の 研 究 は
な さ れ て い る が [ 3 ]、 C .  b a l t e a t o c u m a t i l i s に つ い て の 機 能 性 に 関 し
て は 報 告 例 が な い 。 ま た 、 こ の キ ノ コ は 日 本 国 内 に お い て 、 こ れ ま
で 採 取 さ れ た 記 録 が な く 、 現 在 、 和 名 は 登 録 さ れ て い な い 。 本 研 究
で は 、 酪 農 学 園 大 学 に お い て 発 見 さ れ 、 天 然 由 来 の 新 規 の 機 能 性 素
材 と し て の 活 用 が 期 待 で き る C .  b a l t e a t o c u m a t i l i s に 着 目 し 、 抗 炎
症 作 用 お よ び 抗 菌 作 用 の 作 用 機 序 お よ び 関 与 成 分 特 定 に 向 け 、 様 々
な 検 討 を 行 っ た 。  
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第 Ⅰ 章 	 C o r t i n a r i u s 	 b a l t e a t o c u m a t i l i s の 抗 炎 症 作 用 	
	
1 .  序 	
	 キ ノ コ の 抗 炎 症 作 用 は 、 キ ノ コ の 持 つ 多 く の 機 能 性 の 中 で も あ ま
り 研 究 が 進 ん で い な い 。 本 研 究 で は 、 酪 農 学 園 大 学 キ ャ ン パ ス 内 に
数 多 く 自 生 す る キ ノ コ の 中 か ら 、 新 た に 抗 炎 症 作 用 を 持 つ 種 を 探 索
し た 。 抗 炎 症 作 用 は 、 L P S 刺 激 に よ り マ ウ ス マ ク ロ フ ァ ー ジ 様 細 胞
R A W 2 6 4 が 産 生 す る N O を 抑 制 す る 作 用 と し て 評 価 し た 。 N O は 水
溶 液 中 で 容 易 に 酸 化 さ れ る 。そ こ で 、酸 化 物 で あ る 亜 硝 酸 イ オ ン を 、
ジ ア ゾ カ ッ プ リ ン グ 反 応 に よ り 生 成 す る 桃 色 の 色 素 を 比 色 測 定 す る
G r i e s s 試 薬 を 用 い て 定 量 し た [ 2 ]。N O は 血 管 弛 緩 作 用 を 持 つ ホ ル モ
ン の 一 種 で 炎 症 部 位 へ の 血 流 量 を 増 大 さ せ る と と も に 活 性 酸 素 と し
て 組 織 を 攻 撃 す る こ と か ら [ 2 1 ]、 N O 産 生 を 抑 制 す る こ と が 抗 炎 症
作 用 の 指 標 の 一 つ と な る 。 ま た 、 テ ト ラ ゾ リ ウ ム 塩 で あ る W S T - 1
は 、 1 - M e t h o x y - 5 - m e t h y l p h e n a z i n i u m  m e t h y l s u l f a t e  ( 1 - M e t h o x y  
P M S )の 存 在 下 、細 胞 が 持 つ 脱 水 素 酵 素 に よ り 還 元 さ れ 、黄 色 の ホ ル
マ ザ ン 色 素 を 生 成 す る こ と に か ら 、 細 胞 代 謝 活 性 を 評 価 す る 代 表 的
な 試 薬 で あ る [ 1 6 ]。 	
	 本 章 で は 、 自 生 キ ノ コ の キ ノ コ 種 を リ ボ ソ ー ム 遺 伝 子 周 辺 領 域 で
あ る I n t e r n a l  t r a n s c r i b e d  s p a c e r  ( I T S )  領 域 の D N A 塩 基 配 列 解 析
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に よ り 同 定 し た [ 6 ]。 L P S 刺 激 し た R A W 2 6 4 マ ウ ス マ ク ロ フ ァ ー ジ
様 細 胞 に 対 す る キ ノ コ 抽 出 液 の N O 産 生 抑 制 作 用 を 評 価 す る と と も
に 、 W S T - 1 に よ る 細 胞 代 謝 活 性 を 測 定 し た 。 キ ノ コ の 5 0 %  エ タ ノ
ー ル 抽 出 液 に よ る ス ク リ ー ニ ン グ の 結 果 か ら 、 突 出 し た 抗 炎 症 作 用
を 示 し た C .  b a l t e a t o s u m a t i l i s に 注 目 す る こ と と し 、 作 用 機 序 お よ
び 作 用 成 分 特 定 に 向 け て の 様 々 な 検 討 を 行 っ た 。 抗 炎 症 作 用 の 作 用
機 序 に 関 し て は 、炎 症 性 サ イ ト カ イ ン ( T N Fα お よ び I L - 1 β )お よ び 炎
関 連 因 子 ( T L R 4、 i N O S お よ び H M G B 1 )の m R N A 発 現 量 へ の 影 響 を
q R T - P C R に よ り 評 価 し た 。 ま た 、 T N Fα と I L - 1 β に つ い て E L I S A
を 用 い て 培 養 上 清 中 の タ ン パ ク 質 分 泌 量 を 測 定 し た 。 作 用 成 分 の 検
討 で は 、 極 性 の 異 な る 抽 出 溶 媒 に よ る 抽 出 液 の N O 産 生 抑 制 能 を 比
較 し 、 さ ら に 抽 出 液 の H P L C 分 画 に つ い て 、 N O 産 生 率 を 測 定 す る
こ と で 成 分 同 定 を 試 み た 。  
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2 . 	材 料 と 方 法 	
(1 ) 	試 料 	
	 酪 農 学 園 大 学 キ ャ ン パ ス 内 で 2 0 1 3 年 5 月 か ら 2 0 1 5 年 9 月 の 間 に
採 取 し た 自 生 キ ノ コ 4 6 試 料 を 用 い た 。 ま た 、 比 較 対 照 と し て 江 別
市 内 の 小 売 店 で 購 入 し た 栽 培 品 4 試 料 （ ブ ナ シ メ ジ 、 ナ メ コ 、 マ イ
タ ケ お よ び タ モ ギ タ ケ ） を 用 い た 。  
 
( 2 ) 	試 料 の 前 処 理 法 	
	 キ ノ コ 子 実 体 を 水 道 水 で 洗 浄 し 、 ペ ー パ ー タ オ ル で 水 分 を 除 去 し
た 。 ド ラ イ フ ー ド メ ー カ ー ( A F D - 5 5 0 ,  (株 )ア ピ ッ ク ス イ ン タ ー ナ シ
ョ ナ ル )を 用 い て 8 時 間 温 風 乾 燥 し 、 粉 砕 機 ( 6 2 0 D G ,  岩 谷 産 業 (株 ) )
に よ り 均 質 化 し た も の を 乾 燥 粉 末 試 料 と し た 。  
	  
( 3 ) 	遺 伝 子 解 析 に よ る キ ノ コ 種 の 同 定 	
1) 	 D N A 抽 出 	
	 乾 燥 粉 末 試 料 2 0 m g を I S O I L  B e a d s  B e a t i n g  k i t（ (株 )ニ ッ ポ ン ジ
ー ン ） を 用 い 、 添 付 の 説 明 書 に し た が っ て D N A 抽 出 を 行 い 、 D N A
溶 液 1 0 0 µ L を 得 た 。そ の 概 要 を 以 下 に 示 す 。付 属 の ビ ー ズ 入 り チ ュ
ー ブ に 各 試 料 、L y s i s  S o l u t i o n  B B  9 5 0 µ L お よ び L y s i s  S o l u t i o n  2 0 s  
5 0 µ L を 加 え て 混 合 し 、 細 胞 破 砕 装 置 B C - 2 0 ( (株 )セ ン ト ラ ル 科 学 貿
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易 ) を 用 い て 粉 砕 ( 2 0 0 0 r / m i n - 3 m i n ) し た 。 遠 心 分 離
( 1 5 , 0 0 0 r / m i n - 1 m i n - 2 5 ℃ ) ( 3 7 0 0 ,  K u b o t a ) に よ り 得 ら れ た 上 清 を 新
た な チ ュ ー ブ に 移 し 、 P u r i f i c a t i o n  S o l u t i o n  4 0 0 µ L を 混 合 し た 。 ク
ロ ロ ホ ル ム  6 0 0 µ L を 加 え 1 5 秒 間 激 し く 混 合 後 、 遠 心 分 離
( 1 5 , 0 0 0 r / m i n - 1 5 m i n - 4℃ )を 行 っ た 。 上 清 8 0 0 µ L を 新 た な チ ュ ー ブ
に 移 し 、 P r e c i p i t a t i o n  S o l u t i o n  8 0 0 µ L を 混 合 し 、 再 度 、 遠 心 分 離
( 1 5 , 0 0 0 r / m i n - 1 5 m i n - 4 ℃ ) を 行 っ た 。 上 清 を 除 き 、 沈 殿 に W a s h  
S o l u t i o n  1 m L を 加 え 転 倒 混 和 後 、遠 心 分 離 ( 1 5 , 0 0 0 r / m i n - 5 m i n - 4℃ )
し た 。再 度 、上 清 を 除 き 、沈 殿 に 7 0 %エ タ ノ ー ル 1 m L、E t h a c h i n m a t e  
2 µ L を 加 え 混 合 後 、 遠 心 分 離 ( 1 5 , 0 0 0 r / m i n - 5 m i n - 4℃ )を 行 っ た 。 上
清 を 除 き 、沈 殿 に T E  B u f f e r  ( p H  8 . 0 )  1 0 0 µ L を 加 え 混 合 溶 解 し た も
の を キ ノ コ D N A 溶 液 と し た 。  
 
2 ) 	 P C R 反 応 	
	 得 ら れ た D N A 溶 液 を 鋳 型 と し 、 キ ノ コ の I T S 領 域 に 対 す る プ ラ
イ マ ー ( T a b l e  1 )を 用 い て P C R 増 幅 を 行 っ た 。 P C R 反 応 液 は 注 射 水
(大 塚 製 薬 ) 1 4 . 1 µ L、× 1 0  E x  T a q  B u f f e r  2 µ L、2 . 5 m M  d N T P  1 . 6 µ L、
E x T a q  0 . 1 µ L  ( 以 上 、 R R 0 0 6 A ,  T a k a r a ) 、 各 5 0 µ M  P r i m e r  M i x  
( F o r w a r d  ＋  R e v e r s e ,  (株 )フ ァ ス マ ッ ク 合 成 品 )  0 . 2 µ L を 混 合 し 、
D N A 溶 液 2 µ L を 加 え 全 量 を 2 0 µ L と し た 。増 幅 反 応 は 、初 期 熱 変 性
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を 9 4℃ - 1 0 分 間 、 サ イ ク リ ン グ は 熱 変 性 を 9 4℃ - 3 0 秒 間 、 ア ニ ー リ
ン グ を 5 5℃ - 3 0 秒 間 、 伸 長 反 応 を 7 2℃ - 3 0 秒 間 と し 、 サ イ ク ル 数 を
3 0 と し た 。 サ ー マ ル サ イ ク ラ ー は i C y c l e r  ( B i o  R a d  L a b o r a t o r i e s ,  
I n c . )を 使 用 し た 。  
 
3 ) 	ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 	
	 P C R 産 物 は ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 増 幅 断 片 長 の 確 認 を
行 っ た 。加 熱 融 解 し た 2 %ア ガ ロ ー ス ゲ ル ( G i b c o )  3 0 m L に 2 . 5 m g / m L
エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド 6 µ L を 加 え て ゲ ル を 作 製 し た 。 泳 動 液 は
2 . 5 m g / m L エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド 6 0 µ L を 加 え た × 1  T r i s  A c e t a t e  
E D T A  B u f f e r  ( T A E ,  p H 7 . 8 )  ( 3 1 3 - 9 0 0 3 5 ,  (株 )ニ ッ ポ ン ジ ー ン )を 使
用 し た 。 × 6  L o a d i n g  B u f f e r  は 、 グ リ セ リ ン ( 0 7 5 - 0 0 6 1 6 ,  和 光 純 薬
工 業 (株 ) )  1 5 g、 ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー ( 0 2 1 - 0 2 9 1 1 ,  和 光 純 薬 工 業
(株 ) )  1 5 m g を 蒸 留 水 に 溶 解 し 、 0 . 5 m o l / L  E D T A ( 3 1 1 - 9 0 0 7 5 ,  (株 )ニ
ッ ポ ン ジ ー ン ) 3 m L を 加 え 、 全 量 を 5 0 m L と し た 。 P C R 産 物 1 0 µ L
に × 6  L o a d i n g  B u f f e r  2 µ L を 加 え て 混 合 し 、 泳 動 液 中 で ゲ ル の ウ ェ
ル に 各 1 0 µ L ア プ ラ イ し た 。 サ イ ズ マ ー カ ー に は 、 0 . 5 m g / m L の
1 0 0 b p  D N A  L a d d e r  ( D M 0 0 3 - R 5 0 0 ,  G e n e D i r e X ) 1 0 µ L を 用 い た 。 電
気 泳 動 ( 1 0 0 V - 3 0 m i n )  ( M u p i d - 2 p l u s ,  A d v a n c e )後 、U V ゲ ル 撮 影 装 置
( F A S - 2 0 1 ,  T o y o b o )に よ り バ ン ド を 確 認 し た 。  
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4 ) 	 P C R 産 物 の 精 製 	
	 塩 基 配 列 解 析 に 先 立 ち 、 P C R  C l e a n  u p  K i t  ( U 0 6 0 9 B ,  T a k a r a )を
用 い て P C R 産 物 を 精 製 し た 。操 作 は 添 付 の 説 明 書 に し た が い 、精 製
さ れ た P C R 産 物 3 0 µ L を 得 た 。 N E 3  B u f f e r を 加 え る 段 階 で は 、 ス
ピ ン カ ラ ム か ら N E 3  B u f f e r が 溢 れ る た め 7 0 0 µ L か ら 6 5 0 µ L に 変 更
し た 。 そ の 概 要 を 以 下 に 示 す 。 P C R 産 物 1 0 µ L を 注 射 水 で 1 0 倍 に
希 釈 し 、 B u f f e r  N T 1  2 0 0 µ L を 加 え 混 合 後 、 チ ュ ー ブ に セ ッ ト し た
ス ピ ン カ ラ ム に 全 量 を 移 し た 。 遠 心 分 離
( 1 1 , 0 0 0 r / m i n - 1 m i n - 2 5℃ ) ( C F  1 5 D ,  H i t a c h i )を 行 い 、 チ ュ ー ブ 内 の
カ ラ ム 透 過 液 を 除 い た 。 B u f f e r  N T 3  6 5 0 µ L を ス ピ ン カ ラ ム に ア プ
ラ イ し 、再 度 、遠 心 分 離 ( 1 1 , 0 0 0 r / m i n - 1 m i n - 2 5℃ )後 、透 過 液 を 除 き 、
こ の 操 作 を も う 一 度 繰 り 返 し た 。 ス ピ ン カ ラ ム 中 の 溶 液 を 完 全 に 取
り 除 く た め 、遠 心 分 離 ( 1 1 , 0 0 0 r / m i n - 1 m i n - 2 5℃ )を 行 い 、カ ラ ム を 新
た な チ ュ ー ブ に セ ッ ト し た 。 B u f f e r r  N E  3 0 µ L を カ ラ ム に 加 え 、 遠
心 分 離 ( 1 1 , 0 0 0 r / m i n - 1 m i n - 2 5℃ )し 、 得 ら れ た 溶 出 液 を 精 製 P C R 産
物 と し た 。  
 
5 ) 	塩 基 配 列 解 析 	
	 プ ラ イ マ ー は P C R 増 幅 に 用 い た F o r w a r d ま た は R e v e r s e の プ ラ
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イ マ ー を T E  B u f f e r  ( p H  8 . 0 )で 1 . 6  p m o l / L に 希 釈 し 調 製 し た 。精 製
P C R 産 物 は ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 で 確 認 し た バ ン ド の 濃 淡 に 応
じ て 注 射 水 で 1 0 倍 〜 2 0 倍 に 希 釈 後 、 そ の 1 0 µ L と プ ラ イ マ ー 4 µ L
と を 混 合 し て 全 量 を 1 4 µ L と し 、 (株 )フ ァ ス マ ッ ク に 塩 基 配 列 解 析
を 依 頼 し た 。 B L A S T 相 同 性 検 索 に よ り 、 塩 基 配 列 一 致 率 が 9 7 %以
上 を 示 し た 場 合 、 同 種 の キ ノ コ と 判 断 し た [ 6 ]。  
 
( 4 ) 	キ ノ コ 抽 出 液 の 調 製 	
1) 	エ タ ノ ー ル 抽 出 	
	 キ ノ コ 粉 末 試 料 0 . 5 g に 5 0 %  エ タ ノ ー ル 1 0 m L を 加 え 、1 0 分 間 激
し く 振 と う ( S A - 3 1 ,  ヤ マ ト (株 ) )後 、1 0 , 0 0 0 r / m i n - 1 0 m i n - 2 5℃ の 条 件
で 遠 心 分 離 ( C R 2 1 F ,  H i t a c h i )し た 。 上 清 ( 5 0 m g / m L )を デ カ ン テ ー シ
ョ ン に よ り 分 取 し 、 2 m L チ ュ ー ブ に 1 m L ず つ 分 注 し た 後 、 - 3 0℃ で
保 存 し た 。培 地 で 2 0〜 8 0 倍 に 希 釈 し た 溶 液  ( 2 . 5〜 0 . 6 3 m g / m L )を 細
胞 ア ッ セ イ に 用 い た 。  
 
2 ) 	水 抽 出 	
	 キ ノ コ 粉 末 試 料 0 . 5 g に 蒸 留 水 1 0 m L を 加 え 、1 )エ タ ノ ー ル 抽 出 と
同 様 の 操 作 で 5 0 m g / m L の 原 液 を 調 製 し た 。培 地 で 2 0 倍 希 釈 し た 溶
液 ( 2 . 5 m g / m L )を 細 胞 ア ッ セ イ に 用 い た 。  
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3 ) 	ヘ キ サ ン 抽 出 	
	 キ ノ コ 粉 末 試 料 0 . 5 g に リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 ( P B S ,  p H 7 . 4 )  1 0 m L
を 加 え 軽 く 振 と う し た 後 、 ヘ キ サ ン 1 0 m L を 加 え 1 0 分 間 激 し く 振
と う し た 。 遠 心 分 離 ( 1 0 , 0 0 0 r / m i n - 1 0 m i n - 2 5℃ )し 、 ガ ラ ス 容 器 に ヘ
キ サ ン 層 2 m L を 分 取 し た 。 窒 素 気 流 下 4 0 ℃ の ホ ッ ト プ レ ー ト
( N H P - 4 5 N ,  ( 株 ) 日 伸 理 化 ) 上 で 乾 固 し 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド
( D M S O ) (生 化 学 用 ,  和 光 純 薬 工 業 (株 ) ) 0 . 5 m L に 溶 解 し 、 2 0 0 m g / m L
の 原 液 を 調 製 し た 。 培 地 で 8 0 倍 希 釈 し た 溶 液 ( 2 . 5 m g / m L )を 細 胞 ア
ッ セ イ に 用 い た 。  
	  
( 5 ) 	試 薬 お よ び 試 液 の 調 製 	
1) 	培 養 細 胞 	
	 マ ウ ス マ ク ロ フ ァ ー ジ 様 細 胞 株 R A W 2 6 4  ( R C B 0 5 3 5 ,  (独 )理 研 バ
イ オ ソ ー ス セ ン タ ー ) を 1 0 % 非 働 化 ウ シ 胎 児 血 清 ( F B S ) ( 1 1 8 3 8 2 1 ,  
G i b c o )お よ び 1 %  ペ ニ シ リ ン -ス ト レ プ ト マ イ シ ン ( 1 6 8 - 2 3 1 9 1 ,  和
光 純 薬 工 業 (株 ) )を 含 む D M E M 培 地 ( 0 4 4 - 2 9 7 6 5 ,  和 光 純 薬 工 業 (株 ) )
を 用 い 、 3 7℃ 、 5 %  C O 2 条 件 の イ ン キ ュ ベ ー タ ( M C O - 1 7 5 ,  三 洋 電 機
(株 ) )内 で 培 養 し た 。 培 養 操 作 は ク リ ー ン ベ ン チ ( M C V - 1 3 B S F ,  三 洋
電 機 (株 ) )内 で 無 菌 的 に 行 い 、7 5 c m 2 培 養 フ ラ ス コ の 細 胞 増 殖 率 が 8 0
 14 
～ 9 0 %と な っ た と こ ろ で 3 ,  4 日 毎 に 継 代 培 養 し た 。  
 
2 ) 	 L P S 溶 液 	
	 E .  c o l i 由 来 の L P S  ( 1 2 7 - 0 5 1 4 1 ,  和 光 純 薬 工 業 (株 ) )  2 5 m g を 蒸 留
水 2 5 m L に 溶 解 し た 1 m g / m L  の 溶 液 1 m L ず つ を 1 . 5 m L チ ュ ー ブ に
分 注 し 、- 3 0℃ で 保 存 し た 。用 時 1 m g / m L  L P S は 培 地 で 1 0 0 0 倍 に 希
釈 し 、 1 µ g / m L  L P S と し た 。  
 
3 ) 	ケ ル セ チ ン 溶 液 （ 陽 性 対 照 ） 	
	 N O 産 生 抑 制 作 用 の 陽 性 対 照 と し て ケ ル セ チ ン ( 1 0 0 0 5 1 6 9 ,  
C a y m a n )を 用 い た 。ケ ル セ チ ン 6 . 0 4 m g を D M S O  1 m L に 溶 解 後 、エ
タ ノ ー ル 9 m L を 加 え 混 合 し て 調 製 し た 2 0 m m o l / L ケ ル セ チ ン を
1 m L ず つ 1 . 5 m L チ ュ ー ブ に 分 注 し 、- 3 0℃ で 保 存 し た 。培 養 液 で 1 0 0
倍 に 希 釈 し 、 2 0 0 µ m o l / L ケ ル セ チ ン を 用 時 調 製 し た 。  
 
4 ) 	 N O 2 イ オ ン 標 準 液 	
	 N a N O 2  (特 級 ,  和 光 純 薬 工 業 (株 ) )  0 . 8 6 2 g に 蒸 留 水 を 加 え て 溶 解
後 、 全 量 を 5 0 m L と し 、 0 . 2 5 m o l / L  N a N O 2 を 調 製 し た 。 褐 色 ビ ン に
入 れ 4℃ で 保 存 し た 。 本 液 を N O 2 イ オ ン 標 準 液 と し て N O 産 生 率 測
定 時 に 蒸 留 水 で 2 5 0 0 倍 希 釈 ( 5 0 倍 × 2 )し 、 1 0 0 µ m o l / L  N a N O 2 を 調
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製 し た 。 さ ら に 蒸 留 水 で 2 倍 希 釈 を 繰 り 返 し 、 5 0 µ m o l / L お よ び
2 5 µ m o l / L の 検 量 線 用 N a N O 2 標 準 液 を 用 時 調 製 し た 。  
 
5 ) 	 G r i e s s 試 薬 	
	 ナ フ チ ル エ チ レ ン ジ ア ミ ン ・ 2 H C l  ( N E D ) ( 和 光 純 薬 工 業 ( 株 ) )  
2 0 0 m g を 蒸 留 水 に 溶 解 し 、 全 量 を 2 0 0 m L と し て 0 . 1 %  N E D 溶 液 を
調 製 し た 。 ス ル フ ァ ニ ル ア ミ ド ( S U L ) ( 和 光 純 薬 工 業 ( 株 ) )  2 g を
2 1 . 2 5 %  H 3 P O 4  4 0 m L に 溶 解 し 、蒸 留 水 を 加 え 全 量 を 2 0 0 m L と し 1 %  
S U L を 調 製 し た 。 い ず れ も 調 製 後 は ４ ℃ で 保 存 し た 。 N O 産 生 率 測
定 時 、 0 . 1 %  N E D 溶 液 と 1 %  S U L 溶 液 を 同 量 混 合 し 、 G r i e s s 試 薬 を
用 時 調 製 し た 。  
 
6 ) 	 W S T - 1 試 薬 	
	 W S T - 1 ( 3 4 6 - 0 6 4 5 4 ,  (株 )同 仁 化 学 研 究 所 ) 1 0 0 m g に P B S  2 7 . 9 m L を
加 え て 溶 解 後 ( 5 . 5 m m o l / L )、 1 5 m L チ ュ ー ブ に 0 . 9 m L ず つ 分 注 し 、
- 3 0℃ に 保 存 し た 。1 - M e t h o x y  P M S ( 3 4 5 - 0 4 0 0 1 ,  (株 )同 仁 化 学 研 究 所 )  
6 7 . 2 m g に 蒸 留 水 を 加 え て 溶 解 し 、 全 量 を 1 0 0 m L と し て ( 2 m m o l / L )  
4℃ に 保 存 し た 。 N O 産 生 率 測 定 時 、 同 時 に 細 胞 代 謝 活 性 測 定 用 の
5 . 5 m m o l / L  W S T - 1  0 . 9 m L に P B S  1 0 m L、 2 m m o l / L  1 - M e t h o x y  P M S  
0 . 1 m L を 加 え て 混 合 し 、 細 胞 代 謝 活 性 測 定 用 に W S T - 1 試 薬 を 用 時
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調 製 し た 。  
 
( 6 ) 	 N O 産 生 抑 制 率 の 測 定 	
1) 	細 胞 ア ッ セ イ 	
	 L P S 溶 液 ( 1 µ g / m L ) を 培 養 用 9 6 ウ ェ ル プ レ ー ト ( 9 2 0 9 6 ,  T P P  
T e c h n o  P l a s t i c  P r o d u c t s  A G )の 列 2 か ら 1 2 の 全 ウ ェ ル に 1 0 µ L 分
注 し た 。培 地 を 列 2 に 、 2 0 0 µ m o l / L ケ ル セ チ ン は 列 3 に 、列 4 以 降
は キ ノ コ 抽 出 液 の 希 釈 液 を 全 ウ ェ ル に そ れ ぞ れ 5 0 µ L ず つ 分 注 し た 。
培 地 を 用 い て 2× 1 0 6  c e l l s / m L に 調 整 し た 細 胞 懸 濁 液 を 列 2 か ら 1 2
の 行 A か ら F に 分 注 し た 。 行 G お よ び H に は 細 胞 懸 濁 液 の 代 わ り
に 培 地 を 5 0 µ L 分 注 し て 試 料 溶 液 の 着 色 を 補 正 し た 。プ レ ー ト は C O 2
イ ン キ ュ ベ ー タ 内 で 2 4 時 間 培 養 し た 。 	
 
2 ) 	 N O 測 定 操 作 	
	 培 養 上 清 8 0 µ L を 8 チ ャ ン ネ ル マ ル チ ピ ペ ッ ト を 用 い て 、 新 た な
9 6 ウ ェ ル プ レ ー ト ( 6 5 5 1 0 1 ,  G r e i n e r  b i o - o n e )に 分 取 し た 。列 １ に 蒸
留 水 お よ び 用 時 調 製 し た N O 2 イ オ ン 標 準 液 ( 2 5 、 5 0 お よ び
1 0 0 µ m o l / L )の 順 に 行 A か ら 2 ウ ェ ル ず つ 8 0 µ L 分 注 し た 。 G r i e s s
試 薬 を 全 ウ ェ ル に 8 0 µ L 分 注 し 室 温 で 2 0 分 間 放 置 し た 後 、 5 5 0 n m
に お け る 吸 光 度 を マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ( E m a x ,  M o l e c u l a r  
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D e v i c e s )を 用 い て 測 定 し た 。 標 準 液 の 検 量 線 か ら N O 産 生 量 を 算 出
し 、培 地 と L P S の み で 培 養 し た 列 2 の コ ン ト ロ ー ル を 1 0 0 %と し て 、
試 料 を 添 加 し て 培 養 し た ウ ェ ル の 相 対 N O 産 生 率 ( % )を 求 め た 。  
 
3 ) 	 W S T - 1 ア ッ セ イ (細 胞 代 謝 活 性 )	
	 上 清 を 除 い た 9 6 ウ ェ ル プ レ ー ト に W S T - 1 試 薬 1 0 0 µ L を 分 注 し 、
ア ル ミ ブ ロ ッ ク 上 で 3 7℃ 、 1 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト ( I N 8 1 ,  Y a m a t o )
し た 。 ウ ェ ル 内 の 発 色 を 均 一 に す る た め プ レ ー ト シ ェ ー カ ー ( M S 3  
d i g i t a l ,  I K A )を 用 い て 5 0 0 r / m i n で 1 分 間 振 と う し 、 4 5 0 / 6 5 0 n m に
お け る 吸 光 度 を 測 定 し 細 胞 代 謝 活 性 を 求 め た 。N O 産 生 率 と 同 様 に 、
コ ン ト ロ ー ル を 対 照 と し て 各 試 料 の 相 対 値 を 求 め た 。  
 
( 7 ) 	濃 度 依 存 性 （ IC 5 0 値 ） 	
	 C .  b a l t e a t o c u m a t i l i s の 採 取 年 の 異 な る 各 1 試 料 ( F i g .  1 )の 5 0 %  
エ タ ノ ー ル 抽 出 液 に つ い て 、 濃 度 依 存 性 の 確 認 お よ び I C 5 0  ( 5 0 %  
I n h i b i t o r y  C o n c e n t r a t i o n )値 を 測 定 し た 。 キ ノ コ 抽 出 液 原 液 を 2 0
〜 8 0 倍 ( 2 . 5〜 0 . 6 3 m g / m L )の 3 段 階 に 希 釈 し 、N O 産 生 率 お よ び 細 胞
代 謝 活 性 を 測 定 し た 。 回 帰 式 か ら 5 0 % 阻 害 作 用 を 示 す 濃 度 と し て
I C 5 0 値 を 求 め た 。  
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( 8 ) 	サ イ ト カ イ ン mRN A 発 現 量 の qRT - P C R 解 析 	
1) 	細 胞 ア ッ セ イ 	
	 N O 産 生 率 測 定 の 場 合 と 同 様 に 、 L P S 溶 液 、 ケ ル セ チ ン 溶 液 、 キ
ノ コ 抽 出 液 の 2 0 倍 希 釈 液 お よ び 細 胞 懸 濁 液 を 調 製 し た 。 キ ノ コ は
強 い N O 抑 制 の あ る C .  b a l t e a t o c u m a t i l i s お よ び 比 較 対 照 と し て N O
抑 制 作 用 の 弱 い イ タ チ タ ケ の 5 0 %エ タ ノ ー ル 抽 出 液 を 使 用 し た 。1 2
ウ ェ ル プ レ ー ト に 1 µ g / m L  L P S 溶 液 8 0 µ L を 使 用 す る 全 ウ ェ ル に 分
注 し 、ケ ル セ チ ン 溶 液 、お よ び キ ノ コ 抽 出 希 釈 液 を 各 4 0 0 µ L 分 注 し
た ( n = 2 )。細 胞 量 は 、用 い た 細 胞 バ ッ チ の N O 産 生 が 通 常 よ り も 強 か
っ た た め 、 前 述 条 件 の 半 分 量 の 1× 1 0 6  c e l l s / m L と し た 。 2 4 時 間 培
養 後 、R N A を 抽 出 し た 。培 養 上 清 は タ ン パ ク 質 分 泌 量 測 定 用 に - 3 0℃
で 保 存 し た 。ま た 、比 較 対 照 と し て L P S を 培 地 8 0 µ L に 置 き 換 え て
2 4 時 間 培 養 し た 上 清 を - 3 0℃ で 保 存 し 、 細 胞 か ら R N A を 抽 出 し た 。 
 
2 )  R N A 抽 出 	
	 培 養 細 胞 か ら N u c l e o  S p i n  R N A  ( U 0 9 5 5 B ,  T a k a r a )を 用 い て 、 以
下 の 操 作 に し た が い 、R N A を 抽 出 し た 。培 養 上 清 を 除 去 し 、各 ウ ェ
ル に B u f f e r  R A 1  3 5 0 µ L お よ び 2 -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 3 . 5 µ L を 加
え て ピ ペ ッ テ ィ ン グ に よ り ホ モ ジ ナ イ ズ し た 。 カ ラ ム (紫 リ ン グ )に
全 量 を 移 し 、 1 1 , 0 0 0 r / m i n - 1 m i n - 2 5 ℃ の 条 件 で 遠 心 分 離 ( 3 7 0 0 ,  
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K u b o t a )後 、 ろ 液 に 7 0 %エ タ ノ ー ル 3 5 0 µ L を 加 え よ く 混 合 し た 。 全
量 を 別 の カ ラ ム ( 水 色 リ ン グ ) に 移 し 、 遠 心 分 離
（ 1 1 , 0 0 0 r / m i n - 1 m i n - 2 5℃ ）後 、カ ラ ム を 新 た な C o l l e c t i o n  t u b e に
セ ッ ト し M D  B u f f e r  3 5 0 µ L を 添 加 後 、 遠 心 分 離
（ 1 1 , 0 0 0 r / m i n - 1 m i n - 2 5℃ ） し た 。 D N a s e  r e a c t i o n  m i x t u r e  9 5 µ L
を メ ン ブ レ ン の 中 央 へ 添 加 し 、室 温 で 1 5 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
R A W 2  B u f f e r  2 0 0 µ L を カ ラ ム に 添 加 し 、 遠 心 分 離
（ 1 1 , 0 0 0 r / m i n - 1 m i n - 2 5℃ ）後 、新 た な C o l l e c t i o n  t u b e に セ ッ ト し
た 。 R A W 3  B u f f e r  6 0 0 µ L を カ ラ ム に 添 加 し 、 遠 心 分 離
（ 1 1 , 0 0 0 r / m i n - 1 m i n - 2 5℃ ）し た 。再 び R A W 3  B u f f e r  2 5 0 µ L を カ ラ
ム に 加 え 、 遠 心 分 離 （ 1 1 , 0 0 0 r / m i n - 1 m i n - 2 5℃ ） 後 、 N u c l e a s e  f r e e  
t u b e に セ ッ ト し た 。 カ ラ ム に R N a s e - f r e e  H 2 O  6 0 µ L を 加 え 遠 心 分
離（ 1 1 , 0 0 0 r / m i n - 1 m i n - 2 5℃ ）し 、得 ら れ た 溶 出 液 を R N A 溶 液 と し
た 。  
	
3 )  c D N A 合 成 	
	 得 ら れ た R N A 溶 液 か ら 、 P r i m e S c r i p t  R T  M a s t e r  M i x  ( R R 0 3 6 A ,  
T a k a r a )を 用 い て c D N A を 合 成 し た 。 逆 転 写 反 応 液 と し て R N a s e  
F r e e  d H 2 O  1 2 µ L と 5×M a s t e r M i x  4 µ L を 氷 上 で 調 製 し 、 R N A 溶 液
4 µ L を 加 え 、 3 7℃ で 1 5 分 間 、 続 い て 8 5℃ で 5 秒 間 保 持 し て c D N A
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を 合 成 し た 。  
	
4 )  q P C R 	
	 反 応 試 薬 は L i g h t C y c l e r  F a s t S t a r t  D N A  M a s t e r P l u s  S Y B R  G r e e n
Ⅰ ( R o c h e )を 用 い た 。 H 2 O  1 3 . 9 µ L、 5×M a s t e r  M i x  4 µ L、 各 2 5 µ M  
P r i m e r  M i x  ( F o r w a r d + R e v e r s e )  0 . 1 µ L を 混 合 し 、 注 射 水 で 2 0 倍 に
希 釈 し た c D N A 溶 液 2 µ L を 加 え 、全 量 を 2 0 µ L と し た 。P C R 反 応 は
初 期 熱 変 性 を 9 5℃ - 1 0 分 間 、サ イ ク リ ン グ は 熱 変 性 を 9 5℃ - 1 0 秒 間 、
ア ニ ー リ ン グ を 5 5℃ - 1 0 秒 間 、 伸 長 反 応 を 7 2℃ - 1 0 秒 間 と し 、 サ イ
ク ル 数 4 5 と し た 。 測 定 に は L i g h t C y c l e r  1 . 5  ( R o c h e )を 用 い た 。 サ
イ ト カ イ ン 増 幅 用 の プ ラ イ マ ー を T a b l e  2 に 示 し た 。 炎 症 性 サ イ ト
カ イ ン の T N Fα、I L - 1 β お よ び N O 産 生 を 誘 導 す る i N O S の ほ か 、受
容 体 T L R 4 お よ び 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 様 作 用 を 示 す 核 内 タ ン パ ク 質
H M G B１ に つ い て も m R N A 発 現 量 を 測 定 し た 。 参 照 遺 伝 子 β - A c t i n
に 対 す る 相 対 値 を l o g 2 値 と し て 示 し た 。  
 
( 9 ) 	サ イ ト カ イ ン タ ン パ ク 質 分 泌 量 の ELI S A 測 定 	
1)  T N Fα 	
	 培 養 上 清 中 の T N Fα タ ン パ ク 分 泌 量 を Q u a n t i k i n e  E L I S A  M o u s e  
T N Fα  ( M T A 0 0 B ,  R & D  S y s t e m s )に よ り 測 定 し た 。凍 結 保 存 し た 培 養
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上 清 を 室 温 で 融 解 し 、 原 液 お よ び P B S で 5 0 倍 に 希 釈 し た 液 を 測 定
に 用 い た 。 操 作 は 添 付 の 説 明 書 に し た が っ て 行 い 、 そ の 概 要 を 以 下
に 示 す 。 初 め に 培 養 上 清 お よ び ス タ ン ダ ー ド を 調 製 し た 。 ス タ ン ダ
ー ド は M o u s e  T N Fα  S t a n d a r d を 蒸 留 水 1 m L に 溶 解 し 、7 0 0 0 p g / m L
の 溶 液 を 調 製 し た 。 こ の 溶 液 を C a l i b r a t o r  D i l u e n t  R D 5 K で 1 0 希
釈 し 7 0 0 p g / m L と し た 溶 液 を 2 倍 希 釈 を 繰 り 返 し 、1 0 . 9〜 7 0 0 p g / m L
ま で の 濃 度 を 調 製 し た 。 ブ ラ ン ク は C a l i b r a t o r  D i l u e n t  R D 5 K 原 液
を 使 用 し た 。 付 属 の マ イ ク ロ プ レ ー ト 全 ウ ェ ル に A s s e y  D l i u e n t  
R D 1 - 6 3  5 0 µ L を 分 注 し た 。列 1 お よ び 2 に 、調 製 し た ス タ ン ダ ー ド
各 5 0 µ L を 0 か ら 順 に 分 注 し ( n = 2 )、 列 3 か ら 1 2 に は 原 液 お よ び 希
釈 し た 培 養 上 清 各 5 0 µ L を 分 注 し た ( n = 2 )。軽 く 混 和 後 プ レ ー ト を シ
ー ル で 密 閉 し 、室 温 で 2 時 間 放 置 し た 。W a s h  B u f f e r  C o n c e n t r a t i o n  
2 0 m L に 蒸 留 水 を 加 え 、全 量 を 5 0 0 m L と し プ レ ー ト の 洗 浄 に 使 用 し
た 。 8 連 マ ル チ チ ャ ン ネ ル ピ ペ ッ ッ ト で 各 ウ ェ ル に 希 釈 し た W a s h  
B u f f e r  4 0 0 µ L を 分 注 し 、 デ カ ン テ ー シ ョ ン に よ り W a s h  B u f f e r を
除 去 し 、 ペ ー パ ー タ オ ル で 可 能 な 限 り 取 り 去 っ た 。 こ の 操 作 を 5 回
繰 り 返 し 、プ レ ー ト を 洗 浄 し た 。M o u s e  T N Fα  C o n j u g a t e  1 0 0 µ L  を
全 ウ ェ ル に 分 注 し 、 プ レ ー ト を シ ー ル で 密 閉 し て 室 温 で 2 時 間 放 置
し た 。洗 浄 操 作 を 同 様 に 繰 り 返 し た 。S u b s t r a t e  S o l u t i o n  1 0 0 µ L  を
各 ウ ェ ル に 分 注 し 、室 温 で 3 0 分 間 遮 光 下 に 放 置 し た 。S t o p  S o l u t i o n  
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1 0 0 µ L  を 各 ウ ェ ル に 分 注 し 、 軽 く 混 和 し た 後 、 4 5 0 / 5 5 0 n m に お け
る 吸 光 度 を 測 定 し 検 量 線 か ら T N Fα 濃 度 を 算 出 し た 。  
	
2 ) 	 I L - 1β 	
	 培 養 上 清 中 の I L - 1 β タ ン パ ク 分 泌 量 を Q u a n t i k i n e  E L I S A  M o u s e  
I L - 1 β  ( M L B 0 0 2 ,  R & D  S y s t e m s )を 用 い て 1 )と 同 様 に 測 定 し た 。凍 結
保 存 し た 培 養 上 清 を 室 温 で 融 解 し 、 原 液 お よ び P B S で 5 0 倍 に 希 釈
し た 液 を 測 定 に 用 い た 。 操 作 の 概 要 を 以 下 に 示 す 。 初 め に ス タ ン ダ
ー ド を 調 製 し た 。 M o u s e  I L - 1 β  S t a n d a r d を C a l i b r a t o r  D i l u e n t  
R D 5 - 1 6  5 m L に 溶 解 し 8 0 0 p g / m L の 溶 液 を 調 製 し た 。 こ の 溶 液 を
C a l i b r a t o r  D i l u e n t  R D 5 - 1 6 を 用 い て 2 倍 希 釈 を 繰 り 返 し 、 1 2 . 5〜
8 0 0 p g / m L を 調 製 し た 。 ブ ラ ン ク に は C a l i b r a t o r  D i l u e n t  R D 5 - 1 6
原 液 を 用 い た 。 付 属 の マ イ ク ロ プ レ ー ト 全 ウ ェ ル に A s s e y  D i l u e n t  
R D 1 N  5 0 µ L を 分 注 し 、T N Fα と 同 様 に ス タ ン ダ ー ド お よ び 各 サ ン プ
ル を 分 注 し 、 洗 浄 ま で を 行 っ た 。 I L - 1 β  C o n j u g a t e 1 0 0 µ L を 全 ウ ェ
ル に 分 注 し 、 以 降 の 操 作 は T N Fα と 同 様 に 行 っ た 。  
 
( 1 0 ) 	 H P L C に よ る 成 分 分 画 	
1) 	抽 出 液 の 調 製 	
	 C .  b a l t e a t o c u m a t i l i s お よ び 同 様 に 強 い 抗 炎 症 作 用 を 示 し た チ ャ
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オ ビ フ ウ セ ン タ ケ の 乾 燥 粉 末 を 使 用 し た 。7 5 %  エ タ ノ ー ル 抽 出 液 は
1 g に 7 5 %  エ タ ノ ー ル 1 0 m L を 加 え ( 1 0 0 m g / m L )、1 0 0 %  メ タ ノ ー ル
抽 出 液 は 2 . 5 g に 1 0 m L を 加 え ( 2 5 0 m g / m L )、( 4 ) - 1 と 同 様 に 調 製 し た 。 
	
2 )  H P L C 分 画 	
	 キ ノ コ 抽 出 液 の H P L C に よ る 分 析 お よ び 成 分 分 画 は (株 )ア ミ ノ ア
ッ プ 化 学 に 依 頼 し た 。 T a b l e  3 に 示 し た H P L C 条 件 に よ り 得 ら れ た
ピ ー ク を 4 分 画 し た 。 各 フ ラ ク シ ョ ン を 乾 固 し 、 1 m g / m L と な る よ
う 1 %  D M S O に 溶 解 し - 3 0℃ に 保 存 し た 。  
 
3 ) 	細 胞 ア ッ セ イ 	
	 各 フ ラ ク シ ョ ン を 培 地 で 5 倍 に 希 釈 し 、 N O 産 生 率 お よ び 細 胞 代
謝 活 性 の 測 定 を 行 っ た 。 同 時 に 1 %  D M S O の 影 響 を 確 認 し た 。  
 
( 1 1 ) 	統 計 処 理 	
	 統 計 処 理 に は P r i s m  6  ( G r a p h  P a d  s o f t w a r e )を 用 い た 。  
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3 . 	結 果 	
(1 ) 	遺 伝 子 解 析 に よ る キ ノ コ 種 の 同 定 結 果 	
	 遺 伝 子 解 析 の 結 果 を T a b l e  4 に 示 し た 。 キ ノ コ の 番 号 は 、 学 名 の
順 と し た 。 全 4 6 試 料 の 内 、 4 3 試 料 は B L A S T 検 索 に よ り 9 7 %以 上
の 一 致 率 で キ ノ コ 種 が 同 定 さ れ た 。 推 定 種 イ チ イ タ ケ ( N o . 3 4 )は 、
9 6 %の M y c e n a  g a l e r i c u l a t a  (ク ヌ ギ タ ケ )が 最 も 高 い 一 致 率 で あ っ
た 。キ ヌ メ リ イ グ チ ( N o . 4 5 )お よ び タ マ ゴ タ ケ ( N o . 4 6 ) (い ず れ も 推 定
種 )は 、塩 基 配 列 解 析 結 果 の シ グ ナ ル ピ ー ク に 重 複 が 見 ら れ た た め 同
定 で き な か っ た 。  
 
( 2 ) 	ス ク リ ー ニ ン グ 結 果 	
	 自 生 キ ノ コ 4 6 試 料 お よ び 市 販 栽 培 キ ノ コ 4 試 料 の N O 産 生 抑 制
作 用 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ た ( F i g .  2 )。グ ラ フ 中 の C N は コ ン ト ロ
ー ル 、 P C は 陽 性 対 照 ケ ル セ チ ン を 示 し 、 以 降 も 同 様 に 表 記 し た 。
コ ン ト ロ ー ル に 対 す る 相 対 値 を N O 産 生 率 と し て F i g .  2  ( A )に 示 し
た 。 全 4 6 試 料 の 内 、 ニ ガ ク リ タ ケ ( N o .  2 1 , お よ び 2 2 ) 、 C .  
b a l t e a t o c u m a t i l i s  ( N o .  1 5 ,  1 6 ,  1 7 お よ び 1 8 )、 チ ャ オ ビ フ ウ セ ン タ
ケ ( N o .  2 0 )、 ベ ニ タ ケ 属 ( N o .  3 9 )お よ び P h o l i o t a  m i x t a  ( N o .  3 6 )の 9
試 料 に N O 産 生 率 を 2 0％ 以 下 に 抑 制 す る 強 い 抗 炎 症 作 用 が 見 ら れ た 。
こ の 内 、 ニ ガ ク リ タ ケ お よ び C .  b a l t e a t o c u m a t i l i s は マ ク ロ フ ァ ー
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ジ の 細 胞 代 謝 活 性 を 低 下 さ せ た ( F i g .  2  ( B ) )。 チ ャ オ ビ フ ウ セ ン タ ケ 、
ベ ニ タ ケ 属 お よ び P .  m i x t a は 細 胞 代 謝 活 性 へ の 影 響 な く N O 産 生 を
低 下 さ せ た 。 比 較 の た め に 用 い た 栽 培 キ ノ コ の 測 定 結 果 か ら 、 ブ ナ
シ メ ジ に は 強 い N O 産 生 と 細 胞 代 謝 活 性 の 低 下 を 認 め た 。  
 
( 3 ) 	濃 度 依 存 性 (IC 5 0 値 )	
	 C .  b a l t e a t c u m a t i l i s  3 試 料 ( F i g .  1 )の I C 5 0 値 は 1 . 1 1〜 1 . 9 9 m g / m L
の 範 囲 で あ っ た ( F i g .  3 )。  
 
( 4 ) 	抽 出 溶 媒 に よ る 比 較 	
	 C .  b a l t e a t o c u m a t i l i s お よ び エ セ オ リ ミ キ の 、 水 、 5 0 %  エ タ ノ ー
ル お よ び ヘ キ サ ン 抽 出 で の N O 産 生 率 を 比 較 し た ( F i g .  4 )。両 キ ノ コ
種 と も 5 0 %  エ タ ノ ー ル 抽 出 液 が 最 も N O 産 生 を 抑 制 し た 。 細 胞 代
謝 活 性 に 関 し て は 、 エ セ オ リ ミ キ に は 、 影 響 を 認 め ず C .  
b a l t e a t o c u m a t i l i s は 全 て の 抽 出 液 で 低 下 を 示 し た 。  
 
( 5 ) 	サ イ ト カ イ ン mRN A 発 現 量 	
	 R A W 2 6 4 に キ ノ コ 抽 出 液 を 添 加 し 、2 4 時 間 培 養 し た 炎 症 性 サ イ ト
カ イ ン お よ び 炎 症 関 連 遺 伝 子 の β - A c t i n に 対 す る 発 現 量 の 比 を l o g 2
値 に 換 算 し 、 コ ン ト ロ ー ル ( L P S あ り )を 0 と し て 比 較 し た ( F i g .  5 )。
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T N Fα は C .  b a l t e a t o c u m a t i l i s お よ び イ タ チ タ ケ が 発 現 を 阻 害 し た 。
I L - 1 β は イ タ チ タ ケ に 発 現 阻 害 が 見 ら れ た 。 i N O S は C .  
b a l t e a t o c u m a t i l i s、イ タ チ タ ケ と も に 発 現 を 阻 害 し た 。 T L R 4 は C .  
b a l t e a t o c u m a t i l i s に よ り 強 い 阻 害 作 用 が 見 ら れ た 。H M G B 1 は い ず
れ も 発 現 阻 害 が 見 ら れ ず 、L P S な し で 培 養 し た 細 胞 の T L R 4  お よ び
H M G B 1 は 発 現 が 上 昇 し た 。 ケ ル セ チ ン は I L - 1 β と i N O S の 発 現 を
抑 制 し た 。  
 
( 6 ) 	サ イ ト カ イ ン タ ン パ ク 質 分 泌 量 	
1) 	 T N Fα 	
	 培 養 上 清 中 の T N Fα 分 泌 量 は 、2 4 時 間 培 養 に お い て コ ン ト ロ ー ル
と 比 較 し C .  b a l t e a t o c u m a t i l i s、 イ タ チ タ ケ お よ び ケ ル セ チ ン と も
に 有 意 に T N F -α の 産 生 を 抑 制 し た ( p  <  0 . 0 5 ) ( F i g .  6 ( A ) )。  
 
2 ) 	 I L - 1β 	
	 培 養 上 清 中 の I L - 1 β 分 泌 量 は 、 イ タ チ タ ケ と ケ ル セ チ ン は コ ン ト
ロ ー ル に 対 す る 変 化 は 見 ら れ な か っ た が 、 C .  b a l t e a t o c u m a t i l i s は
産 生 量 を 約 2 倍 に 増 加 さ せ た ( F i g .  6 ( B ) )。 	
 
( 7 ) 	 H P L C 分 画 	
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	 C .  b a l t e a t o c u m a t i l i s  お よ び チ ャ オ ビ フ ウ セ ン タ ケ の 7 5 %  エ タ
ノ ー ル お よ び メ タ ノ ー ル 抽 出 液 成 分 を H P L C に よ り 分 画 し た ( F i g .  
7 ( A ) ) 。 各 キ ノ コ の 溶 出 ピ ー ク に は 類 似 性 が 見 ら れ た 。 C .  
b a l t e a t o c u m a t i l i s  7 5 %  エ タ ノ ー ル 抽 出 液 、 チ ャ オ ビ フ ウ セ ン タ ケ
の 1 0 0 %  メ タ ノ ー ル 抽 出 液 の 4 分 画 ( F 1〜 F 4 )を 分 取 し た 。  
	 H P L C  4 分 画 の N O 産 生 率 お よ び 細 胞 代 謝 活 性 の 測 定 結 果 を F i g .  
7  ( B )に 示 し た 。 C .  b a l t e a t o c u m a t i l i s お よ び チ ャ オ ビ フ ウ セ ン タ ケ
と も に F 2 か ら F 4 フ ラ ク シ ョ ン に N O 産 生 抑 制 作 用 を 認 め た
( p < 0 . 0 1 )。 細 胞 代 謝 活 性 の 低 下 は い ず れ の フ ラ ク シ ョ ン に も 認 め ら
れ な か っ た ( F i g .  7  ( C ) )。  
	 	
 28 
4 . 	考 察 	
	 酪 農 学 園 大 学 自 生 キ ノ コ の 抗 炎 症 作 用 を 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 細 胞 の
N O 産 生 抑 制 能 を 指 標 と し て ス ク リ ー ニ ン グ し た 結 果 、 そ の 作 用 は
キ ノ コ 種 に よ っ て 大 き く 異 な る こ と が わ か っ た 。 強 い 抗 炎 症 作 用 を
示 し た C .  b a l t e a t o c u m a t i l i s に 注 目 し 、 作 用 機 序 お よ び 作 用 成 分 同
定 に 向 け て の 基 礎 検 討 を 行 っ た 。  
	 C .  b a l t e a t o c u m a t i l i s は L P S の レ セ プ タ ー で あ る T L R 4 に 続 き 、
T N Fα と i N O S の 発 現 を 抑 制 し た ( F i g .  5 )。 こ の こ と か ら 、 T N Fα シ
グ ナ ル 伝 達 系 の よ り 上 流 に 作 用 し て N O 産 生 が 抑 制 さ れ た も の と 考
え ら れ る 。 抗 炎 症 作 用 の 弱 い イ タ チ タ ケ あ る い は 陽 性 対 照 の ケ ル セ
チ ン と は 作 用 点 が 異 な る こ と を 示 し て い る 。 い ず れ の 場 合 も
H M G B 1 の 発 現 抑 制 は 認 め ら れ な か っ た 。 H M G B 1 は サ イ ト カ イ ン
様 の 作 用 を 示 す 核 内 D N A 結 合 タ ン パ ク で あ る が 、 l a t e  m e d i a t e r と
表 現 さ れ る よ う に [ 2 8 ]、L P S 刺 激 後 、2 4 時 間 の 培 養 で は 発 現 が 上 昇
す る 前 の 段 階 で あ っ た 可 能 性 も 考 え ら れ る 。 ま た 、 炎 症 を 惹 起 し な
い 条 件 ( L P S な し )で 培 養 し た 細 胞 で は 、 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン お よ び
i N O S の 発 現 は 著 し く 低 か っ た が 、T L R 4 お よ び H M G B 1 は 逆 に 亢 進
状 態 に あ る こ と が 示 さ れ た 。こ の 現 象 に つ い て は 、q R T - P C R 測 定 に
用 い た 際 の 細 胞 バ ッ チ の N O 産 生 能 が 強 い 傾 向 に あ っ た こ と と の 関
連 性 も 考 え ら れ る 。通 常 は G r i e s s 試 薬 に よ り 測 定 し た コ ン ト ロ ー ル
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の N O 産 生 量 は 3 0 〜 4 0 µ m o l / L の 範 囲 に あ る が 、 こ の と き に は
8 0 µ m o l / L を 超 え た た め 、 細 胞 量 を 半 分 量 と し て 実 験 を 行 っ た も の
で あ る 。継 代 が 進 む と (概 ね 2 5 代 以 上 )陽 性 対 照 で あ る ケ ル セ チ ン の
N O 産 生 抑 制 作 用 が 弱 ま る 傾 向 も 見 ら れ 、今 回 の 場 合 、L P S「 あ り 」
と 「 な し 」 で 継 代 数 が 異 な る 細 胞 で の 評 価 で あ っ た こ と か ら 、 細 胞
の 活 性 化 状 態 が 異 な っ て い た こ と も 原 因 の 一 つ と 考 え ら れ る 。 一 方
で 、炎 症 性 サ イ ト カ イ ン と は 反 対 に L P S の 共 存 に よ り こ れ ら の 遺 伝
子 の 発 現 が 単 純 に 抑 制 さ れ た 可 能 性 が 考 え ら れ る 。 ま た 、 イ タ チ タ
ケ は ス ク リ ー ニ ン グ で N O 抑 制 作 用 が 弱 か っ た こ と か ら 比 較 対 照 と
し て 用 い た が 、 m R N A レ ベ ル で は I L - 1 β お よ び i N O S の 発 現 抑 制 が
認 め ら れ た 。 抗 炎 症 作 用 を 示 さ な か っ た キ ノ コ の 5 0 %  エ タ ノ ー ル
抽 出 液 に は β -グ ル カ ン な ど 免 疫 賦 活 に 働 く 物 質 も 含 ま れ て い る 可
能 性 が あ る 。β -グ ル カ ン の レ セ プ タ ー は T L R 2 で あ る [ 2 9 ]こ と か ら
L P S と は 別 の ル ー ト で N O 産 生 を 上 昇 さ せ て い る こ と も 考 え ら れ る 。
ま た サ イ ト カ イ ン タ ン パ ク 分 泌 量 へ の 影 響 と し て 、 C .  
b a l t e a t o c u m a t i l i s は T N Fα を 低 下 さ せ た の に 対 し て I L - 1 β を 特 異 的
に 上 昇 さ せ て い る 点 に 関 し て も 、 T N Fα 伝 達 系 と は 別 の ル ー ト か ら
の 刺 激 を 受 け た 結 果 と 捉 え る こ と が で き る 。 作 用 機 序 の 評 価 に つ い
て は 、 核 内 転 写 因 子 N F -κB の 活 性 化 や M A P K 経 路 な ど 、 さ ら な る
炎 症 関 連 因 子 の 解 明 が 必 要 で あ る 。  
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	 抗 炎 症 作 用 に お け る 抽 出 溶 媒 の エ タ ノ ー ル 濃 度 の 検 討 か ら [ 3 0 ]、
本 キ ノ コ の N O 産 生 抑 制 率 は 7 5 %  エ タ ノ ー ル 抽 出 液 が 最 も 高 い 値
を 示 し た 。 ま た 、 キ ノ コ 機 能 性 成 分 の 抽 出 溶 媒 に メ タ ノ ー ル を 用 い
る 研 究 [ 1 5 ]も あ る こ と か ら 、7 5 %  エ タ ノ ー ル と メ タ ノ ー ル 抽 出 液 を
H P L C 分 析 お よ び 成 分 分 画 に 用 い た 。 全 4 フ ラ ク シ ョ ン の 中 で 、 極
性 の 高 い F 1 の N O 産 生 抑 制 が 最 も 低 く ( F i g .  7 )、 水 抽 出 液 に お い て
も 抗 炎 症 作 用 が 弱 か っ た こ と か ら ( F i g .  4 )、水 溶 性 の 高 い 成 分 の 関 与
は 低 い と 考 え ら れ る 。 フ ラ ク シ ョ ン F 2〜 F４ に 抗 炎 症 作 用 が 確 認 さ
れ た こ と に よ り 、 単 一 の 物 質 に よ る も の で は な く 複 数 成 分 の 複 合 的
な 作 用 で あ る 可 能 性 が 高 い 。 現 在 、 こ れ ら 画 分 を さ ら に 詳 細 に 分 画
し 、 作 用 成 分 の 特 定 を 試 み て い る と こ ろ で あ る 。 ま た 、 同 様 に 強 い
抗 炎 症 作 用 を 認 め た チ ャ オ ビ フ ウ セ ン タ ケ を 比 較 対 照 と し て 使 用 し
た が 、 チ ャ オ ビ フ ウ セ ン タ ケ は C .  b a l t e a t o c u m a t i l i s と 同 じ フ ウ セ
ン タ ケ 科 フ ウ セ ン タ ケ 属 の キ ノ コ で あ り 、 含 ま れ る 成 分 が 類 似 し て
い る こ と が 考 え ら れ る た め 、今 回 の H P L C に よ っ て 得 ら れ た ピ ー ク
が 抗 炎 症 作 用 を 持 つ キ ノ コ に 特 徴 的 な も の で あ る の か 、 フ ウ セ ン タ
ケ 一 般 に 含 ま れ て い る も の な の か は 本 結 果 か ら は 判 断 で き な い 。  
	 一 方 で 、 C .  b a l t e a t o c u m a t i l i s は 細 胞 代 謝 活 性 の 低 下 に 関 わ る 作
用 も 見 ら れ た 。 フ ウ セ ン タ ケ 科 は 毒 キ ノ コ が 多 く 属 す る 中 で C .  
b a l t e a t o c u m a t i l i s は 毒 キ ノ コ の 分 類 で は な い が 、そ の 抽 出 物 は マ ク
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ロ フ ァ ー ジ に 細 胞 毒 性 を 示 し た ( F i g .  2 )。 i n  v i t r o の 細 胞 試 験 と 経 口
摂 取 の 場 合 で は 当 然 生 体 に 及 ぼ す 影 響 は 異 な る が 、 毒 キ ノ コ で あ る
ベ ニ テ ン グ タ ケ が 細 胞 代 謝 活 性 に 影 響 を 示 さ ず 、 食 用 キ ノ コ で あ る
ブ ナ シ メ ジ に 強 い 細 胞 代 謝 活 性 低 下 を 認 め た こ と も こ れ を 裏 付 け る
も の で あ る 。 し た が っ て 、 次 章 で 述 べ る 抗 菌 作 用 と の 関 連 性 も あ る
が 、 食 毒 と 細 胞 代 謝 活 性 と の 直 接 の 関 係 は な い と 考 え ら れ る 。 い ず
れ に し て も H P L C 分 画 の 各 フ ラ ク シ ョ ン は 、い ず れ も 細 胞 代 謝 活 性
へ の 影 響 を 示 さ ず 、 抗 炎 症 作 用 に 関 与 す る 成 分 は 生 体 へ の 毒 性 は 低
い も の と 期 待 で き る 。  
	  
	 	
 32 
5 . 	要 約 	
	 酪 農 学 園 大 学 に 自 生 す る キ ノ コ 4 6 試 料 に つ い て 、 L P S 刺 激 し た
マ ク ロ フ ァ ー ジ 細 胞 の N O 産 生 を 抑 制 す る 作 用 と し て 、 抗 炎 症 作 用
の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 9 試 料 が N O 産 生 を 2 0 %以
下 に 抑 制 し た 。こ の 内 、複 数 の 個 体 で 強 い 作 用 を 認 め た C o r t i n a r i u s  
b a l t e a t o c u m a t i l i s に 注 目 し 、そ の 作 用 機 序 と 関 与 成 分 に つ い て 検 討
を 進 め た 。 C .  b a l t e a t o c u m a t i l i s は L P S レ セ プ タ ー T L R 4 の 発 現 を
抑 制 し 、 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン T N Fα の  m R N A 発 現 量 お よ び 分 泌 タ
ン パ ク 量 と も に 抑 制 し た 。こ れ に 続 く i N O S の m R N A 発 現 量 を 抑 制
す る こ と に よ り N O 産 生 を 低 下 さ せ た と 考 え ら れ た 。 一 方 、 抽 出 溶
媒 と し て 水 、 5 0 %  エ タ ノ ー ル お よ び ヘ キ サ ン を 用 い た 比 較 に よ り 、
5 0 %  エ タ ノ ー ル 抽 出 が 最 も N O 産 生 を 抑 制 し た こ と か ら 、中 程 度 の
極 性 を 持 っ た 成 分 の 関 与 が 考 え ら れ た 。 本 キ ノ コ の 7 5 %  エ タ ノ ー
ル お よ び メ タ ノ ー ル 抽 出 液 を 用 い て H P L C に よ り 分 画 し た 4 フ ラ ク
シ ョ ン の 内 、 3 フ ラ ク シ ョ ン が N O 産 生 を 抑 制 し た こ と か ら 、 抗 炎
症 作 用 の 関 与 成 分 は 複 数 の 物 質 で あ る 可 能 性 が 示 さ れ た 。 	
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第 Ⅱ 章 	 C o r t i n a r i u s 	 b a l t e a t o c u m a t i l i s の 抗 菌 作 用 	
	
1 .  序 	
	 腸 管 出 血 性 大 腸 菌 や 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 を は じ め 、 微 生 物 を 原 因 と し
た 食 中 毒 事 例 は 近 年 も 数 多 く 発 生 し て お り 、 食 品 の 微 生 物 管 理 は 食
品 衛 生 上 、 最 も 重 要 な 危 害 防 止 要 因 の 一 つ で あ る 。 ま た 、 皮 膚 常 在
菌 で も あ る 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 は 食 品 の 現 場 に と ど ま ら ず 、 そ の 局 所 的
増 殖 が ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 の 発 症 に も 関 与 し て い る こ と が 最 近 明 ら か
と な っ た [ 1 0 ]。 一 方 、 メ チ シ リ ン 耐 性 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 な ど 、 薬 剤 耐
性 菌 の 出 現 も 問 題 と な っ て お り 、 天 然 由 来 成 分 の 新 規 抗 菌 作 用 に 期
待 が 高 ま っ て い る 。 本 研 究 に お い て 注 目 し て い る C .  
b a l t e a t o c u m a t i l i s と 同 じ フ ウ セ ン タ ケ 科 フ ウ セ ン タ ケ 属 の キ ノ コ
で 、 グ ラ ム 陽 性 菌 の 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 お よ び グ ラ ム 陰 性 菌 の 緑 膿 菌 の
両 菌 に 対 し 抗 菌 作 用 を 持 つ 種 も 報 告 さ れ て お り [ 3 ]、ア ン ト ラ キ ノ ン
系 色 素 の エ モ ジ ン が 関 与 し て い る と 考 え ら れ て い る 。 抗 菌 活 性 の 測
定 法 と し て は ペ ー パ ー デ ィ ス ク 法 [ 2 4 ]が 広 く 用 い ら れ る が 、 こ こ で
は よ り 定 量 的 か つ 感 度 に 優 れ た 9 6 ウ ェ ル マ イ ク ロ プ レ ー ト フ ォ ー
マ ッ ト の 比 濁 法 に よ り キ ノ コ 試 料 に よ る 細 菌 増 殖 の 抑 制 作 用 を 評 価
し た 。  
	 本 章 で は 、 酪 農 学 園 大 学 自 生 キ ノ コ の 大 腸 菌 お よ び 黄 色 ブ ド ウ 球
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菌 に 対 す る 抗 菌 作 用 に 焦 点 を あ て た 。最 初 に 、キ ノ コ 4 6 試 料 ( 2 6 種
1 属 )に つ い て 大 腸 菌 に 対 す る 抗 菌 活 性 を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。そ の
結 果 、 第 Ⅰ 章 の 抗 炎 症 作 用 と 同 様 に C .  b a l t e a t o c u m a t i l i s に 顕 著 な
抗 菌 作 用 が 見 ら れ た こ と か ら 、 抽 出 溶 媒 に よ る 比 較 や 限 界 ろ 過 に よ
り 関 与 成 分 特 定 に 向 け て の 基 礎 検 討 を 行 っ た 。  
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2 . 	材 料 と 方 法 	
(1 ) 	試 料 	
	 キ ノ コ は 第 Ⅰ 章 で 用 い た 乾 燥 粉 末 4 6 試 料 の ほ か 、 洗 浄 し た 生 の
キ ノ コ 子 実 体 を - 3 0℃ で 凍 結 保 存 し た C .  b a l t e a t o c u m a t i l i s  1 試 料 も
用 い た 。  
	  
( 2 )  キ ノ コ 抽 出 液 の 調 製  
1 ) 	乾 燥 粉 末 	
	 エ タ ノ ー ル 濃 度 を 2 5 ,  5 0 ,  7 5 お よ び 1 0 0 %と し た 抽 出 溶 媒 を 調 製
し た 。 乾 燥 粉 末 0 . 5 g に 各 溶 媒 1 0 m L を 加 え 、 以 降 の 操 作 は 第 Ⅰ 章
( 4 ) - 1 と 同 様 に 行 っ た 。 	
	
2 )  凍 結 子 実 体 	
	 キ ノ コ 乾 燥 後 の 重 量 が 1 / 1 0 程 度 と な っ た こ と か ら 、凍 結 試 料 の 抽
出 に は 乾 燥 試 料 の 1 0 倍 の 5 g を 使 用 し た 。水 、5 0 %  エ タ ノ ー ル お よ
び ヘ キ サ ン 抽 出 は 、 凍 結 試 料 5 g に 各 溶 媒 1 0 m L を 加 え 、 試 料 を ホ
モ ジ ナ イ ザ ー  U L T R A - T U R R A X  ( T - 1 0 ,  I K A )で 均 質 化 し 、 遠 心 分 離
以 降 の 操 作 は 第 Ⅰ 章 ( 4 ) - 1 と 同 様 に 行 っ た 。 熱 水 抽 出 は 、 凍 結 試 料
5 g に 蒸 留 水 1 0 m L を 加 え 、オ ー ト ク レ ー ブ ( S S - 2 4 0 ,  T o m y )で 1 0 0℃
- 1 0 m i n 加 熱 抽 出 し 、 遠 心 分 離 以 降 の 操 作 は 水 抽 出 と 同 様 に 行 っ た 。
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水 、熱 水 お よ び 5 0 %  エ タ ノ ー ル 抽 出 液 (各 5 0 0 m g / m L )は 測 定 時 、培
地 で 2 5 m g / m L に 調 製 し た 。 ヘ キ サ ン 抽 出 は 凍 結 試 料 5 g  に P B S お
よ び ヘ キ サ ン を 各 1 0 m L 加 え て ホ モ ジ ナ イ ズ し 、 遠 心 分 離 以 降 の 操
作 は 第 Ⅰ 章 ( 4 ) - 3 と 同 様 に 行 っ た 。抽 出 液 ( 2 0 0 0 m g / m L )は 測 定 時 、培
地 で 2 5 m g / m L に 調 製 し た 。  
 
( 3 ) 	培 地 の 調 製 	
1) 	 M u e l l e r 	 H i n t o nⅡ 培 地 	
	 菌 株 の 復 元 に は M u e l l e r  H i n t o nⅡ 培 地 を 用 い た 。M u e l l e r  H i n t o n
Ⅱ b r o t h  ( 2 1 2 3 2 2 ,  B D )  0 . 4 4 g に 蒸 留 水 2 0 m L を 加 え て 溶 解 し 、1 2 1℃
で 2 0 分 間 オ ー ト ク レ ー ブ 滅 菌 し た 。  
 
2 ) 	 S C D L P ブ イ ヨ ン 培 地 	
	 細 菌 の 培 養 お よ び 抽 出 液 の 希 釈 に は S C D L P ブ イ ヨ ン 培 地
( E - M C 7 2 ,  栄 研 化 学 (株 ) )を 用 い た 。 培 地 3 g に 蒸 留 水 8 0 m L を 加 え
て 溶 解 し 、 1 2 1℃ で 2 0 分 間 オ ー ト ク レ ー ブ 滅 菌 し た 。  
	
( 4 ) 	供 試 菌 株 	
	 研 究 室 保 有 株 で あ る 大 腸 菌 E s c h e r i c h i a  c o l i  1 0 9 9  お よ び 黄 色 ブ
ド ウ 球 菌  S t a p h y l o c o c c u s  a u r e u s  1 0 4 5 の 2 菌 株 を 用 い た 。 菌 株 の
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保 存 に は M u e l l e r  H i n t o nⅡ 培 地 に 等 量 の 3 0 %グ リ セ ロ ー ル を 加 え
て 1 2 1 ℃ で 2 0 分 間 オ ー ト ク レ ー ブ 滅 菌 し た 培 地 を 使 用 し た 。
M u e l l e r  H i n t o nⅡ 培 地 を 1 0 0 m L チ ュ ー ブ に 採 り 、 菌 株 を 4 白 金 耳
接 種 し て 3 7℃ で 2 4 時 間 培 養 し 、遠 心 分 離 ( 3 , 0 0 0 r / m i n - 1 0 m i n - 2 5℃ )
の 後 、 上 清 を 除 き 、 菌 体 を 集 め た 。 保 存 液 2 0 m L を 加 え 、 菌 体 を 懸
濁 後 1 . 5 m L チ ュ ー ブ に 0 . 2 m L ず つ 分 注 し 、 - 8 0℃ で 保 存 し た 。  
 
( 5 ) 	 M c F a r l a n d 比 濁 法 に 用 い る 試 液 の 調 製 	
1) 	濁 度 標 準 溶 液 	
	 M c F a r l a n d 比 濁 法 に 用 い る 濁 度 標 準 溶 液 [ 8 ]を 、 1 %  B a C l 2 と 1 %  
H 2 S O 4 を 混 合 し て 調 製 し た ( T a b l e  5 )。  
	  
2 ) 	ペ プ ト ン 食 塩 緩 衝 液 	
	 測 定 に 用 い る 細 菌 希 釈 液 の 調 製 に は ペ プ ト ン 食 塩 緩 衝 液 を 用 い た 。
ペ プ ト ン 食 塩 緩 衝 液 培 地 ( 0 5 5 2 8 ,  日 水 製 薬 ( 株 ) )  1 . 6 g を 蒸 留 水
1 0 0 m L に 溶 解 し 、 1 2 1℃ で 2 0 分 間 オ ー ト ク レ ー ブ 滅 菌 し た 。  
	
( 6 ) 	測 定 操 作 	
1) 	 M c F a r l a n d 比 濁 法 に よ る 菌 液 の 調 製 	
	 凍 結 保 存 し た 菌 体 懸 濁 液 を 解 凍 し 、 5 m L チ ュ ー ブ に 分 注 し た
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M u e l l e r  H i n t o nⅡ 培 地 4 m L 中 に 2 白 金 耳 を 接 種 し 、 3 7℃ で 一 晩 培
養 し た 。 培 養 液 の 菌 数 を 、 以 下 に し た が い M c F a l a n d 比 濁 法 に よ り
求 め た 。 マ イ ク ロ プ レ ー ト の 列 1 お よ び 2 に 標 準 番 号 ( T a b l e  5 )  0
か ら 4 の 溶 液 を 2 0 0 µ L 分 注 し た ( n = 2 )。 培 養 し た 菌 液 は ペ プ ト ン 食
塩 緩 衝 液 を 用 い て 2 倍 お よ び 4 倍 に 希 釈 し 、列 3 お よ び 4 に 2 0 0 µ L
分 注 し た ( n = 2 )。 6 5 0 n m に お け る 吸 光 度 を マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ
で 測 定 し 、 標 準 溶 液 の 検 量 線 か ら 菌 数 を 算 出 し た 。 こ の 結 果 を も と
に 、 培 養 液 を S C D L P ブ イ ヨ ン 培 地 を 用 い て 希 釈 し 、 1× 1 0 8  c f u / m L
の 菌 液 1 0 m L を 調 製 し た 。  
 
2 ) 	塩 化 ベ ン ザ ル コ ニ ウ ム （ 陽 性 対 照 ） 	
	 陽 性 対 照 と し て 、1 0 %  塩 化 ベ ン ザ ル コ ニ ウ ム ( 0 2 8 - 0 5 4 6 6 ,  和 光 純
薬 工 業 (株 ) ) 5 m L に 蒸 留 水 を 加 え て 全 量 を 5 0 m L と し 、1 %  塩 化 ベ ン
ザ ル コ ニ ウ ム 溶 液 を 調 製 し た 。  
 
3 ) 	抗 菌 試 験 操 作 	
	 滅 菌 フ タ つ き 9 6 ウ ェ ル プ レ ー ト ( 3 3 7 0 ,  C o s t a r )の 列 2 全 ウ ェ ル に
S C D L P ブ イ ヨ ン 培 地 8 0 µ L を 分 注 し た 。列 2 か ら 1 2 の 行 G お よ び
H の ウ ェ ル に S C D L P ブ イ ヨ ン 培 地 を 8 0 µ L 分 注 し 、 試 料 の 着 色 補
正 用 の ブ ラ ン ク と し た 。 列 3 に 1 %  塩 化 ベ ン ザ ル コ ニ ウ ム 、 列 ４ 以
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降 に S C D L P 培 地 で 希 釈 し た キ ノ コ 抽 出 液 を 各 8 0 µ L 全 ウ ェ ル に 分
注 し た 。1× 1 0 8  c f u / m L に 調 製 し た 菌 液 を 列 2 か ら 1 2 の 行 A か ら F
に 8 0 µ L 分 注 し 、 プ レ ー ト を ビ ニ ー ル テ ー プ で 密 閉 後 、 3 7℃ で 培 養
し た 。 培 養 時 間 は ス ク リ ー ニ ン グ 時 は 6 時 間 、 そ れ 以 外 は 3 時 間 と
し た 。 培 養 後 の プ レ ー ト を プ レ ー ト シ ェ ー カ ー を 用 い て 5 0 0 r / m i n
で  1 分 間 混 合 し 、 6 5 0 n m に お け る 濁 度 を マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ
に よ り 測 定 し た 。 S C D L P ブ イ ヨ ン 培 地 の み で 培 養 し た 列 2 の コ ン
ト ロ ー ル を 1 0 0 %と し 、 各 試 料 に お け る 細 菌 の 増 殖 抑 制 率 を 相 対 値
( % )で 示 し た 。試 料 液 の 調 製 お よ び 分 注 な ど の 操 作 は 安 全 キ ャ ビ ネ ッ
ト ( S C V - E CⅡ B ,  (株 )日 立 製 作 所 )内 で 無 菌 的 に 行 っ た 。  
	  
( 7 ) 	濃 度 依 存 性 （ IC 5 0 値 ） 	
	 C .  b a l t e a t o c u m a t i l i s の 採 取 年 が 異 な る 各 1 試 料 の 水 お よ び 5 0 %
エ タ ノ ー ル 抽 出 液 を 用 い て 濃 度 依 存 性 を 検 討 し た 。 大 腸 菌 お よ び 黄
色 ブ ド ウ 球 菌 に 対 す る 抗 菌 作 用 の I C 5 0 値 を 算 出 し た 。  
 
( 8 ) 	 H P L C 画 分 	
	 第 Ⅰ 章 2 - ( 9 )  N O 産 生 測 定 に 用 い た H P L C 分 画 に つ い て 、 抗 菌 作
用 も 評 価 し た 。 試 料 は S C D L P 培 地 で 5 倍 に 希 釈 し 、 黄 色 ブ ド ウ 球
菌 に 対 す る 抗 菌 活 性 を 測 定 し た 。 同 時 に 1 %  D M S O の 影 響 を 確 認 し
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た 。  
 
( 9 ) 	限 外 ろ 過 	
	 エ タ ノ ー ル そ の も の の 抗 菌 作 用 お よ び フ ィ ル タ ー の ろ 過 性 能 へ の
影 響 を 考 慮 し て 水 抽 出 液 の み を 使 用 し 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 に 対 す る 抗
菌 作 用 を 評 価 し た 。 C .  b a l t e a t o c u m a t i l i s の 水 抽 出 液 を A m i c o n  
U l t r a  3 k ,  1 0 k D a  ( M i l l i p o r e )を 用 い て 限 外 ろ 過 し 、 抗 菌 活 性 を 測 定
し た 。 水 抽 出 液 2 5 0 µ L を フ ィ ル タ ー ユ ニ ッ ト に 分 注 し 、 遠 心 分 離
( 1 5 , 0 0 0× g - 1 h - 2 5℃ )に よ り ろ 液 を 得 た 。 フ ィ ル タ ー 内 に 残 っ た 濃 縮
液 2 0 µ L に 蒸 留 水 を 加 え 全 量 を 2 5 0 µ L と し た 。ろ 液 お よ び 濃 縮 液 は
各 々 S C D L P 培 地 で 5 倍 に 希 釈 し 、 測 定 に 用 い た 。  
 
( 1 0 ) 	 S D S - P A G E 	
	 限 外 ろ 過 し た キ ノ コ 抽 出 液 の タ ン パ ク 質 分 子 量 分 布 を 、
S D S - P A G E に よ り 確 認 し た 。 L e a m m l i サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー
( B i o - R a d )  2 0 0 µ L に 2 -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 1 0 µ L を 加 え サ ン プ ル
バ ッ フ ァ ー を 用 時 調 製 し た 。 サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー と 試 料 液 を 1  :  1  
で 混 合 し 、恒 温 機 ( D N A  A m p l i f i e r ,  三 洋 電 機 (株 ) )を 用 い て 9 9℃ で 5
分 間 加 熱 し た 。泳 動 装 置 ( 5 5 2 B R ,  B i o - R a d )に ミ ニ プ ロ テ ィ ア ン T G X
ゲ ル ( 4 〜 1 5 % グ ラ ジ エ ン ト ,  B i o - R a d ) を セ ッ ト し 、 1 0 ×
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T r i s / G l y c i n e / S D S  B u f f e r  ( B i o - R a d )  7 0 m L に 蒸 留 水 6 3 0 m L を 混 合
し て 調 製 し た 泳 動 バ ッ フ ァ ー を 泳 動 槽 に 満 た し た 。 各 ウ ェ ル に 分 子
量 マ ー カ ー (プ レ ス テ イ ン ド  B r o a d ,  A p r o )  5 µ L あ る い は 加 熱 処 理 し
た 試 料 液 2 0 µ L を ア プ ラ イ し 、 定 電 圧 で 電 気 泳 動 ( 2 0 0 V - 3 0 m i n )を 行
っ た 。 泳 動 終 了 後 、 ゲ ル を 外 し 、 脱 イ オ ン 水 で 5 分 間 の 振 と う 洗 浄
を 合 計 3 回 行 い 、ク イ ッ ク C B B プ ラ ス (和 光 純 薬 )で 1 時 間 振 と う 染
色 し た 。 再 度 脱 イ オ ン 水 で 洗 浄 し 、 染 色 さ れ た バ ン ド を 確 認 し た 。  
 
( 1 1 ) 	統 計 処 理 	
	 統 計 処 理 に は P r i s m  6  ( G r a p h  P a d  s o f t w a r e )を 用 い た 。  
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3 .  結 果 	
(1 ) 	ス ク リ ー ニ ン グ 結 果 	
	 全 5 0 試 料 の 大 腸 菌 に 対 す る 抗 菌 作 用 測 定 の 結 果 、 C .  
b a l t e a t o c u m a t i l i s  ( N o . 1 5〜 1 8 )  4 試 料 に 極 め て 強 い 増 殖 抑 制 作 用 が
見 ら れ た ( F i g .  8 )。  
 
( 2 ) 	機 能 性 の 相 関 	
	 キ ノ コ の 抗 菌 作 用 と 抗 炎 症 作 用 お よ び 細 胞 代 謝 活 性 と の 相 関 を
F i g .  9 に 示 し た 。 抗 菌 作 用 と 抗 炎 症 作 用 は 相 関 係 数 r = 0 . 4 6 8 4 ,  
p = 0 . 0 0 1  ( F i g .  9 ( A ) ) 、 ま た 細 胞 代 謝 活 性 に 対 し て は r = 0 . 5 7 9 1 ,  
p < 0 . 0 0 0 1  ( F i g .  9 ( B ) )と 、 い ず れ も 有 意 な 相 関 が 認 め ら れ た 。  
 
( 3 ) 	濃 度 依 存 性 （ IC 5 0 値 ） 	
	 C .  b a l t e a t o c u m a t i l i s  3 試 料 の I C 5 0 値 を ( F i g .  1 0〜 1 2 )に 示 し た 。
い ず れ も 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 に 対 し て よ り 強 い 抗 菌 作 用 を 認 め た 。 抽 出
溶 媒 で の 比 較 で は 、5 0 %  エ タ ノ ー ル 抽 出 液 の 方 が 水 抽 出 液 よ り も 黄
色 ブ ド ウ 球 菌 に 対 し て よ り 強 い 抗 菌 作 用 が 見 ら れ た 。 試 料 間 の 比 較
に お い て は 、 い ず れ も 2 0 1 5 年 に 採 取 し た キ ノ コ が 最 も 強 い 抗 菌 作
用 を 示 し た 。  
 
 43 
( 4 ) 	抽 出 溶 媒 の 影 響 	
1) 	水 、 熱 水 、 50% 	エ タ ノ ー ル お よ び ヘ キ サ ン 抽 出 	
	 凍 結 子 実 体 を 用 い た 水 、熱 水 、5 0 %  エ タ ノ ー ル お よ び ヘ キ サ ン 抽
出 液 の 比 較 を F i g .  1 3 に 示 し た 。大 腸 菌 は 5 0 %  エ タ ノ ー ル 抽 出 液 に
の み 抗 菌 作 用 が 見 ら れ た ( F i g .  1 3 ( A ) )。一 方 で 、黄 色 ブ ド ウ 球 菌 に 対
し て は 、 水 、 熱 水 お よ び 5 0 %  エ タ ノ ー ル 抽 出 液 に 抗 菌 作 用 が 認 め
ら れ た ( F i g .  1 3 ( B ) )。ヘ キ サ ン 抽 出 液 は 、い ず れ の 菌 に 対 し て も 影 響
の 程 度 は 小 さ か っ た 。  
 
2 ) 	エ タ ノ ー ル 濃 度 の 影 響 	
	 乾 燥 粉 末 を 用 い た 水 抽 出 液 に お い て も 、 凍 結 子 実 体 と 同 様 に 大 腸
菌 に 抗 菌 作 用 は 認 め ら れ な か っ た が 、2 5 %  エ タ ノ ー ル 抽 出 液 が 最 も
増 殖 を 抑 制 し た ( F i g .  1 4 ( A ) )。黄 色 ブ ド ウ 球 菌 で は い ず れ の 抽 出 液 も
明 ら か な 抗 菌 作 用 が 見 ら れ た が ( p < 0 . 0 1 )、 水 、 2 5 %お よ び 5 0 %エ タ
ノ ー ル 抽 出 液 が 、 よ り 強 い 抗 菌 作 用 を 示 し た ( F i g .  1 4 ( B ) )。  
 
( 5 ) 	 H P L C 画 分 	
	 抗 炎 症 作 用 成 分 の 特 定 に 向 け て 、H P L C 分 画 試 料 ( F i g .  7 )の 抗 菌 作
用 を 評 価 し た ( F i g .  1 5 )。C .  b a l t e a t o c u m a t i l i s の 7 5 %  エ タ ノ ー ル 抽
出 液 お よ び チ ャ オ ビ フ ウ セ ン タ ケ の 1 0 0 %  メ タ ノ ー ル 抽 出 液 か ら
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は 、 と も に 抗 菌 活 性 を 示 す 画 分 は 得 ら れ な か っ た 。  
 
( 6 ) 	限 外 ろ 過 	
	 限 外 ろ 過 で 得 ら れ た キ ノ コ 抽 出 液 画 分 の 抗 菌 作 用 を F i g .  1 6 に 示
し た 。 い ず れ の 画 分 と も 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 に 対 し 一 定 の 抗 菌 作 用 が 見
ら れ た (p < 0 . 0 1 )。水 抽 出 液 の 原 液 が 最 も 強 い 抗 菌 作 用 を 示 し 、3 k D a、
1 0 k D a の 両 フ ィ ル タ ー の 分 画 に 明 ら か な 差 は 認 め ら れ な か っ た 。 	
 
( 7 ) 	 S D S - P A G E 	
	 ① 水 抽 出 液 原 液 ( W a t e r )、 ③ 3 k D a 濃 縮 液 ( C o n c e n t r a t e )お よ び ⑤
1 0 k D a 濃 縮 液 ( C o n c e n t r a t e )に 高 分 子 量 側 の バ ン ド が 多 数 確 認 さ れ
た ( F i g .  1 7 )。 ② 3 k D a ろ 液 ( F i l t r a t e )お よ び ④ 1 0 k D a ろ 液 ( F i l t r a t e )
は 8 . 6 k D a 以 下 の 強 い バ ン ド を 認 め る が 、 こ の 泳 動 条 件 で は 両 者 の
分 子 量 分 布 の 差 は 確 認 で き な か っ た 。   
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4 .  考 察 	
	 キ ノ コ の 大 腸 菌 に 対 す る 抗 菌 作 用 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ た 結 果
( F i g .  8 )、 C o r t i n a r i u s  b a l t e a t o c u m a t i l i s に 顕 著 な 増 殖 抑 制 作 用 が
見 ら れ た 。 こ の 時 5 0 %  エ タ ノ ー ル 抽 出 液 を 用 い た が 、 エ タ ノ ー ル
は 消 毒 薬 と し て も 用 い ら れ る よ う に 、 エ タ ノ ー ル 自 体 が あ る 程 度 増
殖 抑 制 に 作 用 し て い る 可 能 性 も あ る 。 し か し 、 ス ク リ ー ニ ン グ 結 果
に お い て キ ノ コ 試 料 間 に 明 ら か な 差 が 見 ら れ 、 ほ と ん ど の キ ノ コ 種
が 7 0 %以 上 の 増 殖 を 認 め る 中 で 、 C .  b a l t e a t o c u m a t i l i s は 突 出 し た
抑 制 作 用 を 示 し て お り 、 子 実 体 自 体 に 強 い 抗 菌 作 用 を 持 つ 成 分 が 含
ま れ て い る と 考 え ら れ る 。 一 方 で 、 抽 出 溶 媒 の 影 響 ( F i g .  1 3 )あ る い
は 5 0 %  エ タ ノ ー ル 抽 出 液 の I C 5 0 値 ( F i g .  1 0 ,  1 1 )か ら も わ か る よ う
に 、 全 体 的 に 、 大 腸 菌 よ り も 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 に 対 し て 、 よ り 強 い 抗
菌 作 用 を 示 し た 。  
	 一 般 的 に 抗 菌 薬 は 、 そ の 薬 剤 ご と に 細 胞 壁 合 成 阻 害 や タ ン パ ク 合
成 阻 害 な ど 、そ の 作 用 機 序 が 異 な っ て い る こ と か ら 、グ ラ ム 陰 性 菌 、
陽 性 菌 に 選 択 的 に 抗 菌 作 用 を 示 す も の も あ る [ 2 7 ]。 グ ラ ム 陽 性 菌 と
グ ラ ム 陰 性 菌 の 大 き な 違 い は 細 胞 壁 に あ る 。 グ ラ ム 陰 性 菌 は 、 薄 い
ペ プ チ ド グ リ カ ン 層 を 持 ち 、 さ ら に そ の 外 側 に エ ン ド ト キ シ ン で あ
る リ ポ 多 糖 な ど が 形 成 す る 外 膜 を 持 つ [ 1 9 ]。 グ ラ ム 陽 性 菌 は タ イ コ
酸 や タ ン パ ク 質 を 含 む 厚 い ペ プ チ ド グ リ カ ン 層 を 持 つ 。 こ の 構 造 の
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違 い に よ り 、 C .  b a l t e a t o c u m a t i l i s は 両 菌 に 対 し て 異 な る 作 用 を 示
し た と 考 え ら れ る 。 こ こ で は 濁 度 に よ っ て キ ノ コ の 抗 菌 作 用 を 評 価
し て い る 。 そ の た め 、 ど の よ う な 作 用 機 序 に よ り 細 菌 の 増 殖 が 抑 制
さ れ た の か は 不 明 で あ る が 、 今 後 、 こ の 作 用 が グ ラ ム 陽 性 菌 に 特 徴
的 な も の で あ る の か 、 あ る い は グ ラ ム 陰 性 菌 に も 抗 菌 作 用 を 示 す 場
合 が あ る の か な ど 、 抗 菌 ス ペ ク ト ル と と も に 作 用 機 序 を 明 ら か に し
て 行 き た い 。  
	 限 外 ろ 過 分 画 で は 、 分 取 し た ろ 液 は 直 接 5 倍 希 釈 し 、 濃 縮 液 は フ
ィ ル タ ー 内 に 2 0 µ L 程 度 残 っ た 液 に 蒸 留 水 を 加 え 全 量 を 元 の 液 量
2 5 0 µ L に 戻 し た 後 、ろ 液 と 同 様 に 5 倍 希 釈 し て 測 定 に 用 い た 。そ の
結 果 、3 お よ び 1 0 k D a と も に 両 分 画 に 同 程 度 の 抗 菌 作 用 が 認 め ら れ
た 。 こ の こ と か ら 、 幅 広 い 分 子 量 の 複 数 の 成 分 が 抗 菌 作 用 を 示 す と
考 え ら れ る ( F i g .  1 6 )。 こ の と き 、 わ ず か な 差 で は あ る が 、 1 0 k D a の
ろ 液 の 方 が 3 k D a よ り も 強 い 抗 菌 活 性 を 示 し て い る こ と か ら 、 そ の
一 つ に は 分 子 量 分 布 3〜 1 0 k D a の 成 分 も 含 ま れ る 可 能 性 が あ る 。  
	 一 方 、 C .  b a l t e a t o c u m a t i l i s の 共 生 菌 の 一 つ に 、 T r i c h o d e r m a 属
の カ ビ が 同 定 さ れ て い る [ 2 6 ]。 T r i c h o d e r m a 属 の 代 謝 産 物 と し て ペ
プ タ イ ボ ル と い う ペ プ チ ド 化 合 物 が あ る [ 2 0 ]。 こ の ペ プ タ イ ボ ル は
分 子 量 が 1 , 0 0 0〜 1 0 , 0 0 0 で あ り 、 抗 菌 性 を 有 す る こ と が 知 ら れ て い
る 。 水 抽 出 液 と 比 較 し 、 熱 水 抽 出 液 で は 抗 菌 作 用 が や や 低 下 し た こ
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と か ら も ( F i g .  1 3 ( B ) )、作 用 成 分 に ペ プ チ ド が 含 ま れ る 可 能 性 が 考 え
ら れ る 。 し か し 、 キ ノ コ 子 実 体 を 乾 燥 処 理 す る 過 程 で 、 乾 燥 機 内 の
温 度 は 7 0℃ 付 近 ま で 上 昇 す る こ と か ら 、キ ノ コ に 含 ま れ る タ ン パ ク
質 や ペ プ チ ド は 変 性 し て い る 可 能 性 も あ り 、 抗 菌 ペ プ チ ド と の 明 確
な 関 連 性 は 今 回 の 結 果 か ら は 判 断 で き な い 。 こ の よ う な 共 生 菌 の 影
響 も 考 え ら れ る こ と か ら 、 キ ノ コ そ の も の の 成 分 に よ る 抗 菌 作 用 な
の か ど う か の 検 討 を 含 め て 、 今 後 、 菌 糸 体 培 養 物 な ど に つ い て の 評
価 も 必 要 で あ る 。  
	 キ ノ コ の 抗 菌 成 分 に 関 し て は 、 C .  b a l t e a t o c u m a t i l i s と 同 じ フ ウ
セ ン タ ケ 属 の キ ノ コ の 報 告 が あ り 、 キ ノ コ に 含 ま れ る エ モ ジ ン が 関
与 し て い る と い わ れ て い る [ 3 ]。エ モ ジ ン は 、薬 用 植 物 で あ る ダ イ オ
ウ な ど か ら 分 離 さ れ 、 抗 炎 症 作 用 や 抗 腫 瘍 作 用 を も つ ア ン ト ラ キ ノ
ン で あ る [ 1 1 ]。 し か し エ モ ジ ン は 脂 溶 性 化 合 物 で あ り 、 今 回 の 測 定
結 果 、 す な わ ち ヘ キ サ ン 抽 出 液 に は 抗 菌 活 性 は 認 め ら れ ず 、 水 抽 出
液 で 確 認 さ れ た こ と と は 一 致 し な い 。  
	 C .  b a l t e a t o c u m a t i l i s  3 試 料 ( 2 0 1 3〜 2 0 1 5 年 の 9 月 に 同 地 点 で 採
取 )を 用 い て  I C 5 0 値 を 比 較 し た ( F i g .  1 0〜 1 2 )。 い ず れ の 条 件 に お い
て も 2 0 1 5 年 に 採 取 し た キ ノ コ が 最 も 強 い 抗 菌 作 用 を 示 し た 。T a b l e  
4 の N o .  1 1 に つ い て は 2 0 1 3 年 に 採 取 し 、 乾 燥 粉 末 と し た 直 後 に 調
製 し た 5 0 %  エ タ ノ ー ル 抽 出 液 の I C 5 0 値 は 大 腸 菌 で 1 . 1 6 m g / m L、黄
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色 ブ ド ウ 球 菌 で は 1 . 5 7 m g / m l で あ っ た [ 1 2 ]。 し た が っ て 、 大 腸 菌 に
対 す る 抗 菌 作 用 は お よ そ 2 年 半 の 間 に 4 . 2 8 m g / m L ま で 低 下 し た こ
と に な る 。 こ の こ と か ら 、 乾 燥 粉 末 試 料 調 製 後 の 経 過 日 数 に よ り 、
抗 菌 作 用 は 弱 ま る 傾 向 が あ る と い え る 。 現 在 、 キ ノ コ 試 料 は 乾 燥 粉
末 を 常 温 保 存 し て い る が 、 抗 菌 性 試 験 に 用 い る 際 は 、 よ り 新 し い キ
ノ コ 試 料 を 使 用 す る こ と が 好 ま し い と 考 え ら れ る 。  
	 以 上 、 C .  b a l t e a t o c u m a t i l i s の 抗 菌 性 に つ い て 種 々 の 検 討 を 行 っ
た 結 果 、 そ の 抗 菌 作 用 は 大 腸 菌 お よ び 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 に 対 し 、 異 な
る 作 用 を 持 つ こ と が わ か っ た 。 ま た 、 抗 炎 症 作 用 と の ス ク リ ー ニ ン
グ 結 果 に 相 関 が 見 ら れ た ( F i g .  9 )。し か し 、抗 菌 作 用 を 示 し た H P L C
画 分 に は ま っ た く 抗 菌 作 用 は 認 め ら れ な い こ と か ら 、 両 作 用 に 対 す
る 関 与 成 分 は 異 な る こ と が 確 認 さ れ た 。 た だ 、 こ の よ う な 相 関 が 見
ら れ た こ と は 5 0 %  エ タ ノ ー ル 抽 出 液 に は 水 溶 性 か ら 脂 溶 性 ま で 幅
広 く 機 能 性 成 分 が 抽 出 さ れ て い る こ と を 示 し て い る と 考 え ら れ る 。  
	 最 後 に 、 C .  b a l t e a t o c u m a t i l i s は 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 に 対 し 強 い 抗
菌 作 用 を 持 つ が 、 キ ノ コ 特 有 の 香 り や 色 素 な ど の 影 響 が あ る た め 、
実 際 の 食 品 へ の 応 用 に 関 し て は 抽 出 液 を 用 い る な ど の 検 討 が 必 要 で
あ る 。  
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5 . 	要 約 	
	 酪 農 学 園 大 学 キ ャ ン パ ス 内 自 生 キ ノ コ に つ い て 大 腸 菌 お よ び 黄 色
ブ ド ウ 球 菌 に 対 す る 抗 菌 作 用 を 評 価 し た 。 2 0 1 3〜 2 0 1 4 年 に 採 取 し
た 4 6 試 料 を 乾 燥 粉 末 と し て 5 0 %  エ タ ノ ー ル 抽 出 液 を 調 製 し 、大 腸
菌 に 対 す る ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 フ ウ セ ン タ ケ 科 の
キ ノ コ C o r t i n a r i u s  b a l t e a t o c u m a t i l i s に 顕 著 な 抗 菌 作 用 が 見 ら れ 、
抗 菌 成 分 の 特 定 に 向 け た 種 々 の 検 討 を 行 っ た 。 抽 出 溶 媒 の 比 較 に お
い て 5 0 % 	エ タ ノ ー ル 抽 出 液 は 両 菌 に 抗 菌 性 を 示 し た が 、 水 お よ び
熱 水 抽 出 液 で は 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 に の み 増 殖 抑 制 作 用 が 認 め ら れ た 。
水 抽 出 液 の 限 外 ろ 過 画 分 で は 、 ろ 液 と 濃 縮 液 の い ず れ に も 黄 色 ブ ド
ウ 球 菌 に 対 し 一 定 の 抗 菌 作 用 を 示 し た 。 本 研 究 で 示 し た 抗 菌 作 用 の
関 与 成 分 は 少 な く と も 水 溶 性 で あ り 、 幅 広 い 分 子 量 の 複 数 の 化 合 物
で あ る と 考 え ら れ る 。 ま た 、 抗 炎 症 作 用 と の 関 連 で は 、 N O 産 生 率
お よ び 細 胞 代 謝 活 性 と の 両 者 に 相 関 を 認 め た も の の 、 H P L C 画 分 の
測 定 結 果 か ら 、 関 与 成 分 は 異 な る こ と が 示 さ れ た 。 	
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総 括 	
 
	 酪 農 学 園 大 学 自 生 キ ノ コ の 抗 炎 症 作 用 お よ び 抗 菌 作 用 の ス ク リ ー
ニ ン グ の 結 果 、 フ ウ セ ン タ ケ 科 フ ウ セ ン タ ケ 属 の C o r t i n a r i u s  
b a l t e a t o c u m a t i l i s が 、突 出 し た 両 機 能 を 併 せ 持 つ 特 異 な キ ノ コ と し
て 見 出 さ れ た 。 本 研 究 で は こ の キ ノ コ に 注 目 し 、 そ れ ぞ れ の 作 用 機
序 お よ び 作 用 成 分 の 特 定 に 向 け て 、 種 々 の 検 討 を 行 っ た 。  
	 抗 炎 症 作 用 は 、L P S 刺 激 し た R A W 2 6 4 マ ウ ス マ ク ロ フ ァ ー ジ 様 細
胞 の N O 産 生 を 抑 制 す る 効 果 と し て 評 価 し た 。 炎 症 関 連 遺 伝 子 の
m R N A 発 現 お よ び 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン タ ン パ ク 質 の 分 泌 量 を 測 定
し 、作 用 機 序 を 調 べ た 。C .  b a l t e a t o c u m a t i l i s は 、T L R 4 レ セ プ タ ー
お よ び T N Fα の m R N A 発 現 を 抑 制 す る と と も に 、タ ン パ ク 質 分 泌 も
抑 制 し て い た 。こ の と き i N O S の m R N A 発 現 と N O 産 生 量 も 抑 制 し
た 。こ の こ と か ら 、本 キ ノ コ の 抗 炎 症 作 用 は L P S 刺 激 を 受 け た T L R 4
か ら T N Fα、i N O S へ と 続 く N O 産 生 ま で の 一 連 の 炎 症 シ グ ナ ル 伝 達
系 の 上 流 に 作 用 し た と 考 え ら れ る 。抽 出 溶 媒 と し て 水 、5 0 %  エ タ ノ
ー ル お よ び ヘ キ サ ン を 用 い た 比 較 で は 、5 0 %  エ タ ノ ー ル 抽 出 液 で 最
も 強 い 抗 炎 症 作 用 が 認 め ら れ た 。ま た 、エ タ ノ ー ル 濃 度 の 影 響 で は 、
7 5 %  エ タ ノ ー ル 抽 出 が 最 も 強 い 抗 炎 症 作 用 を 示 し た 。こ の 抽 出 液 を
逆 相 H P L C に よ り 4 分 画 し た と こ ろ 、 フ ラ ク シ ョ ン 2〜 4 が N O 産
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生 を 抑 制 し た 。 し た が っ て C .  b a l t e a t o c u m a t i l i s の 抗 炎 症 作 用 成 分
と し て は 、 中 程 度 の 極 性 を 持 つ 複 数 の 化 合 物 で あ る と 考 え ら れ る 。  
	 抗 菌 作 用 は 、 大 腸 菌 お よ び 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 に 対 す る 増 殖 抑 制 作 用
を 、 比 濁 法 に よ り 評 価 し た 。 C .  b a l t e a t o c u m a t i l i s は 他 キ ノ コ 種 に
は 認 め ら れ な い 強 い 抗 菌 作 用 を 示 し 、 大 腸 菌 と 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 へ の
作 用 は 異 な っ た 。 抽 出 溶 媒 に 5 0 %  エ タ ノ ー ル を 用 い た 場 合 で は 両
菌 の 増 殖 抑 制 が 認 め ら れ た が 、 水 お よ び 熱 水 抽 出 液 で は 黄 色 ブ ド ウ
球 菌 に 対 し て の み 抗 菌 作 用 を 示 し た 。こ の こ と は 、グ ラ ム 陰 性 菌 (大
腸 菌 ) と 陽 性 菌 ( 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 ) の 膜 構 造 の 違 い に よ る も の と 考 え
ら れ る 。 水 抽 出 液 の 限 外 ろ 過 分 画 ( 3 k ,  1 0 k D a )で は 、 い ず れ の ろ 液 、
濃 縮 液 と も に 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 に 対 す る 抗 菌 作 用 を 認 め た 。 し た が っ
て 、 C .  b a l t e a t o c u m a t i l i s の 抗 菌 作 用 成 分 と し て は 、 低 分 子 か ら 高
分 子 に か け て の 幅 広 い 分 子 量 の 複 数 化 合 物 が 関 与 し て い る 可 能 性 が
あ る 。一 方 、抗 炎 症 成 分 の 特 定 に 用 い た H P L C 画 分 に つ い て は ま っ
た く 抗 菌 作 用 は 認 め ら れ な か っ た 。  
	 以 上 、 抗 炎 症 作 用 お よ び 抗 菌 作 用 を 併 せ 持 つ 特 異 な キ ノ コ と し て
C .  b a l t e a t o c u m a t i l i s が 新 た に 見 出 さ れ 、 そ の 関 与 成 分 は と も に 複
数 存 在 す る こ と 、 ま た そ れ ぞ れ の 作 用 ご と に 異 な る も の で あ る こ と
が 示 唆 さ れ た 。 本 研 究 は 、 日 本 で の 採 取 記 録 が な く 、 現 在 和 名 も 存
在 し な い C .  b a l t e a t o c u m a t i l i s の 研 究 初 報 告 と な っ た 。 今 後 、 作 用
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成 分 の 特 定 を 進 め 、 新 規 の 機 能 性 食 品 や 医 療 の 現 場 で の 有 効 利 用 に
つ な が る 研 究 を 目 指 し た い 。   
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Summary	
 
     Mushrooms are one of the most widely favorite foods, and have a lot 
of health-promoting functions, such as immune-modulating and 
anti-tumor activities.  Chronic inflammation is considered as the basic of 
lifestyle diseases.  However, anti-inflammatory properties of mushrooms, 
have been hardly studied.  On the other hand, especially the attention to 
keeping food safety is increasing more and more in these days.  In 
medical care, the acquisition of drug resistance is serious problem for 
some bacteria.  Natural products including antibacterial component are 
expected to be an alternative approach to the conventional antibiotics.  
To find mushrooms with such novel functions, wild mushrooms in the 
campus of Rakuno Gakuen University were explored intensively.  In this 
study, dried-powder samples of forty six wild and four cultivated 
mushrooms, extracted with 50% ethanol, were screened for 
anti-inflammatory and anti-microbial activities.  
     Anti-inflammatory activity was evaluated by inhibition of NO 
production from LPS-stimulated RAW264 murine macrophages by the 
Griess reagent, and cell viability was measured by WST-1 formazan assay.  
The expression of mRNA proinflammatory factors (TLR4, TNFα, IL-1β, 
iNOS and HMGB1) were measured by qRT-PCR.  The concentrations of 
TNFα and IL-1β proteins in the culture medium were determined by 
ELISA. To identity the component responsible to the activity, the 
mushrooms were extracted and compared by the solvents with different 
polarity, water, 50% ethanol and hexane.  Furthermore, alcohol extracts 
were divided by reversed-phase HPLC, and allowed to measure inhibition 
 54 
of NO productions of the fractions. 
     Anti-microbial activities against Escherichia coli and Staphylococcus 
aureus, were evaluated by turbidimetric microplate assay.  Inhibitions of 
bacterial growth were compared with use of the extracting solvents; water, 
boiling water, 50% ethanol and hexane for the undried-frozen fruiting 
bodies.  Extracts with different components of ethanol (25~100%) and 
100% methanol of the dried-powder samples were compared as well.  The 
water extract was further fractionated into filtrates and concentrates by 
ultrafiltration (3, 10kDa).  The growth inhibition of these fractions 
against S. aureus were measured, and distribution of molecular weight of 
the components in each fraction was evoluated by SDS-PAGE. 
     From the screening tests, Cortinarius balteatocumatilis was found 
as a specific species that inhibits both NO production and bacterial growth 
remarkably.  This mushroom belongs to Cortinariaceae, and is 
characterized by gregarious populations in hardwood forests and noted as 
tastes mild.  The extract with 50% ethanol suppressed the mRNA 
expression of TLR4, TNFα and iNOS, although not so clear for IL-1β.  
The secretion of TNFα in the medium was also inhibited, while the IL-1β 
secretion was increased from the control level. The reciprocal effects 
between TNFα and IL-1β proteins reflect the difference of their mRNA 
expression levels.  C. balteatocumatilis, therefore, may act on upstream 
region of inflammatory signaling pathway.  The extraction solvent of the 
most effective was 50% ethanol.  Only the later three fractions of HPLC 
inhibited NO production clearly.  Combined these results suggest that 
the anti-inflammatoric components of this mushroom are alcohol-soluble 
and with middle polarity.  
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     Anti-microbial activities of C. balteatocumatilis showed different 
effects on E. coli and S. aureus.  The extracts with 50% ethanol inhibited 
the both bacterial growth, while water and boiling water acted on S. 
aureus only.  In the comparison of ethanol concentrations or adapting 
methanol as the solvent, all of the extracts suppressed growth of S. aureus 
stronger than that of E. coli.  In addition, all fractions obtained by the 
ultrafiltration showed the anti-microbial activity similar in some degree.  
It is then demonstrated that many substances of distributing broad 
molecular weight contribute the anti-microbial activity of C. 
balteatocumatilis.  As a candidate highly water-soluble compounds 
including bactericidal peptides will be considered.  
     In conclusion, C. balteatocumatilis, as a novel wild mushroom 
reporting the first case in Japan, has both remarkable anti-inflammatory 
and anti-microbial activities.  It is noted that multiple compounds may 
play the functional roles and they are presumed to be different each other 
at least for the both functions investigated here
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Table	1.	キノコのDNA塩基配列解析用PCRプライマー	[6] 　	
　	 　	 　	 　	 　	
　	
Primer pair	
Forward 
Reverse	 　	
　	
Mush-1	
ITS1 5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG	
ITS2 5'-GCTGCGTTCTTCATCGATGC	
Mush-2	
ITS3 5'-GCATCGATGAAGAACGCAGC	
ITS4 5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC	
　	 　	 　	 　	 　	
Table	2.	qRT-PCR用プライマー 　	
　	 　	 　	 　	 　	 　	
　	
Gene	
Forward 
Reverse	
入手先, 文献	
　	
β-actin	 5’-catccgtaaagacctctatgccaac	 タカラバイオ(株)	
5’-atggagccaccgatccaca	
  	 TNF-α	 5’-actccaggcggtgcctatgt	 タカラバイオ(株)	
5’-gtgagggtctgggccatagga	
IL-1β	 5’-tccaggatgaggacatgagcac	 タカラバイオ(株)	
5’-gaacgtcacacaccagcaggtta	
iNOS	 5’-taggcagagattggaggccttg	 タカラバイオ(株)	
5’-gggttgttgctgaacttccagtc	
TLR4	 5’-acctggctggtttacacgtc	
[32]	
5’-ctgccagagacattgcagaa	
HMGB1	 5’-agccctgtcctggtggtattttcaa	
5'-gctgtgcaccaacaagaacctgc	
　	 　	 　	 　	 　	 　	
Table	3.	HPLC条件 　	
　	 　	 　	 　	 　	
Column	 Synergi 4µm Polar-RP 80A, 4.6×150 mm	
Column  temperature	 40℃	
Injection volume	 5µL	
　	 　	 　	 　	 　	
Linear gradient 	 Time(min)	 Water (%)	 Acetonitrile (%)	
0	 60	 40	
15	 10	 90	
　	 30	 　	 10	 90	
Flow rate	 1mL/min	
Table 4. 遺伝子解析による自生キノコの同定結果
学名 一致率(%)* 和名 科
1 Agaricus augustus
A. macrocarpus
A. excellens
99
99
99
−
−
−
ハラタケ 13. 9. 9 ハラタケ科
2 Agaricus augustus
A. macrocarpus
A. excellens
99
99
99
−
−
−
ハラタケ 13. 9.11 ハラタケ科
3 Agaricus nivescens
A. macrocarpus
A. excellens
A. albolutescens
A. arvensis
98
98
98
98
98
−
−
−
−
シロオオハラタケ
ハラタケ 13. 9. 9 ハラタケモドキ
4 Agaricus nivescens
A. macrocarpus
A. excellens
A. arvensis
A. silvicola
98
98
98
98
98
−
−
−
シロオオハラタケ
−
ハラタケ 13. 9.11 シロフクロタケ
5 Amanita caesareoides 100 タマゴタケ テングタケ 13. 9. 9 タマゴタケ
6 Amanita ibotengutake 100 イボテングタケ テングタケ 13. 9. 9 テングタケ
7 Amanita ibotengutake 100 イボテングタケ テングタケ 13. 9.11 テングタケ
8 Amanita muscalia 100 ベニテングタケ テングタケ 13.10.14 ベニテングタケ
9 Amanita rubescens 97 ガンタケ テングタケ 13.10. 2 不明
10 Amanita spissa 100 ヘビキノコ、キリンタケ テングタケ 13. 9.26 コテングタケモドキ
11 Armillaria sinapina
A. cepistipes
100
100
ホテイナラタケ
クロゲナラタケ
キシメジ 13.10. 3 ナラタケ
12 Armillaria sinapina
A. cepistipes
100
100
ホテイナラタケ
クロゲナラタケ
キシメジ 13.10. 3 ナラタケ
13 Bovistella radicata
Lycoperdon lambinonii
L. umbrinum
99
99
99
−
−
ツブホコリタケ
ハラタケ 13.10.14 ツブホコリタケ
14 Cortinarius balteatocumatilis 100 − フウセンタケ 14. 9.20 C. balteatocumatilis
15 Cortinarius balteatocumatilis
C. balteatus
100
99
−
−
フウセンタケ 13. 9.19 バカマツタケ
16 Cortinarius balteatocumatilis
C. balteatus
C. badiolatus
100
99
98
−
−
−
フウセンタケ 13. 9.11 ホンシメジ
17 Cortinarius balteatocumatilis
C. balteatus
C. badiolatus
100
99
98
−
−
−
フウセンタケ 13. 9.18 カワムラフウセンタケ
18 Cortinarius balteatocumatilis
C. cycneus
C. nemorensis
C. langei
C. clelandii
99
99
98
98
98
−
−
モリノフジイロタケ
−
−
フウセンタケ 13. 9.18 不明
19 Cortinarius triumphans 100 チャオビフウセンタケ フウセンタケ 13. 9.18 フウセンタケ科
20 Cortinarius triumphans 99 チャオビフウセンタケ フウセンタケ 13. 9.19 不明
21 Hypholoma fasciculare 99 ニガクリタケ モエギタケ 13.10. 2 ニガクリタケ
22 Hypholoma fasciculare 100 ニガクリタケ モエギタケ 13.10. 3 ニガクリタケ
23 Inocybe lanatodiaca
I. maculata
100
100
−
シラゲアセタケ
アセタケ 13. 9.18 オオキヌハダトマヤタケ
24 Inocybe maculata 99 シロトマヤタケ アセタケ 13.10. 2 コオトメノカサ
25 Lactarius hatsudake 99 ハツタケ ベニタケ 13. 9. 9 不明
26 Lactarius necator 100 ウグイスチャチチタケ ベニタケ 13. 9.19 ウグイスチャチチタケ
27 Lyophyllum decastes 100 ハタケシメジ シメジ 13. 9.18 ハタケシメジ　成菌
28 Lyophyllum decastes 100 ハタケシメジ シメジ 13. 9.18 ハタケシメジ　幼菌
29 Lyophyllum decastes 100 ハタケシメジ シメジ 13. 9.26 ハタケシメジ
30 Morganella pyriformis 100 タヌキノチャブクロ ハラタケ 13. 9.26 ホコリタケ
31 Morganella pyriformis 99 タヌキノチャブクロ ハラタケ 13.10. 2 ホコリタケ
32 Morganella pyriformis 99 タヌキノチャブクロ ハラタケ 13.10. 2 ホコリタケ
33 Morganella pyriformis 100 タヌキノチャブクロ ハラタケ 13.10.23 ニカワショウロタケ
34 Mycena galericulata 96 クヌギタケ キシメジ 13.10.23 イチイタケ
35 Pholiota lundbergii
P. squarrosa
97
97
−
−
モエギタケ 13.10.14 不明
36 Pholiota mixta 98 − モエギタケ 13.10.23 キナメツムタケ
37 Psathyrella candolleana 100 イタチタケ ヒトヨタケ 14.  6.17 イタチタケ
38 Rhodocollybia butyracea 100 エセオリミキ キシメジ 13.10.14 ハタケシメジ
39 Russula sp. 99 ベニタケ属 ベニタケ 13.10. 2 ヤブレベニタケ
40 Sarcomyxa serotina 100 ムキタケ ガマノホタケ 13.10.23 ムキタケ
41 Sarcomyxa serotina 100 ムキタケ ガマノホタケ 13.10.23 ムキタケ
42 Stereum hirsutum 100 キウロコタケ ウロコタケ 13.10. 3 不明
43 Trametes versicolor 99 カワラタケ タマチョレイタケ 13.10.23 ミダレアミタケ
44 Trametes versicolor
T. velutina
100
100
カワラタケ
−
タマチョレイタケ 13.10. 3 カワラタケ
45 不明 − − − 13. 9. 9 キヌメリイグチ
46 不明 − − − 13. 9.19 タマゴタケ
* BLAST検索結果
No. 形態による推定種採取日
Table	5.	McFarland濁度標準液	[8]	　	
　	 　	 　	 　	
標準番号	 1% BaCl2(mL)	 1% H2SO4(mL)	 対応生菌数濃度(1×108 cfu/mL)	
0.0 	 0.00 	 10..00 	 0.0 	
0.5 	 0.05 	 9.95 	 1.5 	
1.0 	 0.10 	 9.90 	 3.0 	
2.0 	 0.20 	 9.80 	 6.0 	
4.0 	 0.40 	 9.60 	 12. 0 	
Fig.	1.	キャンパス内で採取したCor$narius	balteatocuma$lis　	
(A)	2013年	9月	18日採取 　	 (B)	2014年 9月 20日採取 	 (C)	2015年 9月 14日採取 	
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Fig.	2. 抗炎症作用のスクリーニング結果　	
(A)  NO産生率,		(B)	細胞代謝活性	
CN:	コントロール,		PC:	ケルセチン(200μmol/L),	試料濃度(2.5mg/mL)	
自生キノコ試料番号はTable	4参照	
栽培キノコ:		a:	ブナシメジ,	b:	マイタケ,	c:	タモギタケ,	d:ナメコ  	
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栽培	自生	
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Fig.	3.	C.	balteatocuma$lis	3試料のIC50値	
50%	エタノール抽出液のNO産生率.	
(A)	2013年	9月	18日採取 　	 (B)	2014年 9月 20日採取 	 (C)	2015年 9月 14日採取 	
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Fig.	4.	抽出溶媒がNO産生率に及ぼす影響　	
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(A)	C.	balteatocuma$lis,	NO産生率	
CN: コントロール,		PC:	ケルセチン(200μmol/L),	試料濃度：2.5mg/mL	
Tukey検定によりコントロール(CN)に対し有意差(p<0.01)を認めた	
組み合わせを異なるアルファベットで示した.	
(B)	C.	balteatocuma$lis,	細胞代謝活性	
(C)	エセオリミキ,	NO産生率	
(D)	エセオリミキ,	細胞代謝活性	
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Fig.	5.	炎症関連遺伝子mRNA発現量への影響　　	
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Fig.	6.	TNFα,	IL-1βタンパク質分泌量への影響　	
(A)	TNFα	 (B)	IL-1β	
Mean+SD,	n=2	
✳	Tukey検定によりコントロール(CN)に対する有意差(p<0.05)を示した.	
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Fig.	7.	HPLC画分のNO産生率　　	
(B)	 (C)	
(A)  HPLCチャート	
①	C.	balteatocuma-lis	75%	エタノール抽出液(100mg/mL)		
②	C.	balteatocuma?lis	100%メタノール抽出液(250mg/mL)	
③	チャオビフウセンタケ	75%	エタノール抽出液(100mg/mL)		
④	チャオビフウセンタケ	100%	メタノール抽出液(250mg/mL)	
	(B)	NO産生率,			(C)	細胞代謝活性	
CN	:	コントロール,		PC	:	ケルセチン(200μg/mL),		DMSO	:	0.2%DMSO	
①	C.	balteatocuma-lis　75%	エタノール抽出液分画	(0.2mg/mL)		
④	チャオビフウセンタケ	100%	エタノール抽出液分画	(0.2mg/mL)		
F1							F2					F3												F4	
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Tukey検定によりコントロール(CN)に対する有意差(p<0.01)を認めた	
組み合わせを異なるアルファベットで示した.	
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Fig.	8.	大腸菌に対する抗菌スクリーニング結果　　	
Mean+SD,	n=6	
自生	 栽培	
CN:	コントロール,		PC:	1%塩化ベンザルコニウム,	試料濃度：5mg/mL	
自生キノコ試料番号はTable.	4参照	
栽培キノコ:		a:	ブナシメジ,	b:	マイタケ,	c:	タモギタケ,	d:ナメコ  	
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(A)	NO産生 vs	抗菌作用(大腸菌)	
Fig.	9. 自生キノコにおける機能性の相関　　	
(B)	抗菌作用(大腸菌)		vs	細胞代謝活性 	
y	=	0.5951x	+	7.128	
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p	=	0.001	
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Fig.	10.	C.	balteatocuma$lis	3試料のIC50値	(1/3)	
50% エタノール抽出液の大腸菌に対する抗菌作用.　	
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Fig.	11.	C.	balteatocuma$lis	3試料のIC50値	(2/3)	
	50%	エタノール抽出液の黄色ブドウ球菌に対する抗菌作用.　	
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140920 C. balteatocumatilis
1.65mg/mL	 1.38mg/mL	 1.14mg/mL	
Sample	ConcentraUon	(mg/mL)		 Sample	ConcentraUon	(mg/mL)		 Sample	ConcentraUon	(mg/mL)		
(A)	2013年	9月	18日採取 　	 (B)	2014年 9月 20日採取 	 (C)	2015年 9月 14日採取 	
Fig.	12.	C.	balteatocuma$lis	3試料のIC50値	(3/3)	
水抽出液の黄色ブドウ球菌に対する抗菌作用.　	
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130918 C. balteatocumatilis
3.33mg/mL	 3.03mg/mL	 2.63mg/mL	
Sample	ConcentraUon	(mg/mL)		 Sample	ConcentraUon	(mg/mL)		 Sample	ConcentraUon	(mg/mL)		
(A)	2013年	9月	18日採取 　	 (B)	2014年 9月 20日採取 	 (C)	2015年 9月 14日採取 	
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Fig.	13. 抗菌作用の抽出溶媒による比較　　	
CN: コントロール,	PC:	1%	塩化ベンザルコニウム,	試料(凍結子実体)濃度：	50mg/mL	
Tukey検定によりコントロール(CN)に対する有意差(p<0.01)を認めた組み合わせを	
異なるアルファベットで示した.	
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Fig.	14. 抽出溶媒のエタノール濃度の影響　　	
CN: コントロール,	PC:	1%	塩化ベンザルコニウム,	試料(乾燥粉末)濃度：	5mg/mL	
Tukey検定によりコントロール(CN)に対する有意差(p<0.01)を認めた組み合わせを	
異なるアルファベットで示した.	
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Fig.	15. HPLC画分の黄色ブドウ球菌に対する抗菌活性　　	
CN	:	コントロール,		PC	:	ケルセチン(200μg/mL),		DMSO	:	0.2%	DMSO	
①	C.	balteatocuma$lis　75%	エタノール抽出液画分 (0.2mg/mL)		
②	チャオビフウセンタケ	100%	エタノール抽出液画分 (0.2mg/mL)	
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Fig.	16.	C.	balteatocuma$lis水抽出液限外ろ過画分の抗菌作用　　	
Water	×			5	:		C.	balteatocuma$lis	水抽出液	10mg/mL	
Water	×	10	:		C.	balteatocuma$lis	水抽出液	5mg/mL		
Filtrate	:		ろ過液	
Concentrate	:		濃縮液	
Tukey検定によりコントロール(CN)に対する有意差(p<0.01)を認めた	
組み合わせを異なるアルファベットで示した.	
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Fig.	17.	C.	balteatocuma$lis	水抽出液限外ろ過のSDS-PAGEによる分子量分布　　	
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